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RESUMEN

La transferencia in vivo del gen de la timidina kinasa del virus herpes-1 seguido por la
administracién de la prodroga ganciclovir (HSV-tk/GCV) y su posterior activacién in situ,
surgié como una estrategia de terapia génica eficaz para el tratamiento de tumores
experimentales y humanos. Se habia demostrado la existencia de un efecto “bystander” por
el cudl las células no modificadas por el gen también eran eliminadas por GCV activado por
el gen HSV-tk. Sin embargo, su validez fue cuestionada desde diferentes perpectivas, entre
ellas el sistema de transferencia y el modelo tumoral utilizado. Dada la disparidad de
resultados en diferentes modelos experimentales, construimos un vector retroviral
conteniendo el gen de HSV-tk y obtuvimos células productoras de vectores retrovirales
(VPC). Utilizando dichas células como fuente de tranferencia génica, estudiamos la eficiencia
de transduccién in vivo en células malignas sobre tres modelos tumorales distintos:
melanoma murino B16, melanoma humano [IB-MEL-LES y glioblastoma de rata C6. En
estudios in vitro pudimos observar un efecto bystander sélo en células C6. Los estudios in
vivo mostraron una inhibicién del crecimiento tumoral en los dos modelos de melanoma
cuando las células eran co-inoculadas con VPC productoras de vectores retrovirales portando
el gen HSV-tk (VPC-tk) y tratadas con GCV. Sin embargo, el 100% de los animales fue capaz
de desarrollar tumores en ambos modelos . Bajo las mismas condiciones experimentales,
70% de las ratas fueron capaces de rechazar células de glioma C6 transferidas de modo
intracraneal por técnicas esteredtaxicas y el 50% de los animales mostré un aumento
significativo en el tiempo de sobrevida. El tratamiento de tumores C6 establecidos con VPC-
tk y GCV, llevé a la cura del 33% de los animales. Las ratas que rechazaron el tumor
primario fueron capaces de desarrollar una respuesta inmune de memoria que lleva al
rechazo de desafios contralaterales con células parentales .A los efectos de aumentar el efecto
terapéutico estudiamos el efecto antitumoral de la tranferencia del gen de interleuquina-12
solo o en combinacién con el gen HSV-tk y tratamiento con GCV, sobre tumores de cerebro
intracraneales y los mecanismos involucrados en el rechazo tumoral. Luego de la
transferencia i.c.de células productoras VPC-IL12, se lograba suprimir el crecimiento de
tumores C6, alin en tumores establecidos de 10 dias. La combinacién con células VPC-tk y
GCV tuvo mejor efecto terapéutico que los dos tratamientos por separado sobre tumores
incipientes. Los estudios de los mecanismos asociados a la respuesta antitumoral
demostraron la participacién de eventos inmunolégicos y no inmunolégicos. Secciones
histolégicas de cerebros con expresién local de IL-12 mostraron una activacién inmediata de
macréfagos/microglia y su reclutamiento a areas intratumorales. La expresién de 1L-12
también fue capaz de estimular un reclutamiento de PMN e inducir necrosis de vasos



tumorales, mientras los vasos del parénquima normal no se vieron afectados. Por otro lado,
el tratamiento con HSVtk/GCV mostré un infiltrado mayoritario de células CD5+. Ademas,
Unicamente la combinacién de IL-12 y HSV-tk /GCV fue capaz de reclutar células CD4+ y
CD8+ cuando el tratamiento era aplicado a tumores de gran tamafio. Los animales
sobrevivientes desarrollaron una inflamacién crénica en el sitio de inyeccién primario
compuesto de macréfagos vy linfocitos en distintas proporciones segin el tipo de terapia
inicial aplicado. Este infiltrado crénico no fue perjudicial para el cerebro ya que no se
observaron evidencias de desmielinizacién ni tampoco dafnos neurolégicos asociados. Por lo
tanto este estudio provee las bases para comprender los mecanismos involucrados en la
respuesta antitumoral inducida por IL-12, sola o en combinacién con el sistema del gen
suicida y apoya el uso de la terapia combinada para el tratamiento de tumores de cerebro.
Un clon de VPC terapéutico portando el gen de HSV-tk fue también seleccionado para su
utilizacién en protocolos clinicos. Este clon mostré6 una mayor eficacia antitumoral que la
preparacién original.

Finalmente, se construyeron y caracterizaron nuevos vectores para su uso en terapia génica,
basados en sistemas regulables e inducibles por condiciones exdgenas (tetraciclina) y

enddgenas del tumor (hipoxia tumoral).

Palabras clave: terapia génica , timidina kinasa del virus herpes (HSV-tk) ,

interleuquina-12, cancer, tumores de cerebro, tetraciclina, hipoxia.



ABSTRACT

In vivo transfer of the herpes simplex virus thymidine kinase gene followed by ganciclovir
administration (HSV-tk/GCV) and in situ activation of the prodrug, has evolved as an effective

approach to the treatment of tumors of experimental and human origin. In vitro studies were
able to demonstrate the development of a“bystander effect” that led to the death of cells that
do not express the gene, in the presence of GCV activated by HSV-tk modified cells.
However, several studies have questioned the validity of this approach, mainly in terms of the
gene transfer system being used and the experimental model to which they applied.
Considering the different results that were reported on different experimental tumor models,
we made a retroviral vector containing the HSV-tk gene and retroviral vector producer cells
(VPC) were obtained. By using these (VPC) as a source for in vivo gene transfer we evaluated
the efficacy of in vivo transduction of malignant cells using three different tumor cell models:
B16 murine and IIB-MEL-LES human melanomas, and C6 rat glioblastoma. In vitro studies
have shown a bystander effect only in C6 cells. In vivo studies showed an inhibition of tumor
growth in the two melanoma models when tumor cells were co-injected with VPC producing
retroviral vectors carrying the HSVtk gene (VPC-tk), followed by GCV treatment, but 100% of
mice developed tumors in both models. Under similar experimental conditions, 70% of
syngeneic rats completely rejected stereotactically transferred C6 tumor cells and 50% of them
showed a prolonged survival. Treatment of established C6 tumors with VPC-tk and GCV led to
cure of 33% of the animals. Rats which rejected tumor growth developed an anti-tumor
immune memory leading to rejection of a stereotactic contralateral challenge with parental
cells. In order to increase the therapeutic efficacy of the system we studied the antitumoral
response after interleukin-12 (IL-12) gene transfer alone or in combination with the herpes
virus thymidine kinase gene/gancyclovir (HSVtk/GCV), on i.c. implanted brain tumors and the
underlying mechanisms mediating tumor rejection. Following i.c. transplantation of retroviral
vector producer cells (VPC) VPC-IL12 were able to suppress rat C6 glioma tumor growth even
when rats carried 10 days-old tumors. Its combination with VPC-tk had better therapeutic
effect than each single treatment on incipient tumors. The study of the mechanisms involved in
the antitumoral response, clearly showed that it was mediated by immune and no immune
mechanisms. IL-12 expression was characterized by the immediate activation of
microglia/macrophage and their recruitment to the intratumoral area. IL-12 expression also
stimulated PMN recruitment and induced tumor vessel necrosis, while normal brain vessels
remained intact. Conversely, CD5+ lymphocytes were the main immune cell type recruited by
HSVtk/GCV. In addition, only the combination of 1L-12 and HSVtk/GCV was able to recruit
CD4+ and CD8+ when large tumors were treated. Surviving rats developed a chronic



inflammation at the site of injection composed of macrophages and lymphocytes which was
not harmful to the brain since no demielynization or neurological signs were observed. The
present study provides a basis to understand the mechanisms underlying the antitumor
response induced by IL-12 alone and in combination with HSVtk/GCV and supports their use
in combination therapy of brain tumors

We also selected a therapeutic clone of VPC camrying the HSV-tk gene for its clinical
application. This clone showed a higher antitumor efficacy than the original cell preparation.
Finally, new gene therapy vectors, based on systems regulated by exogenous (tetracycline)

and endogenous (tumor hypoxia) conditions, were developed and further characterized

Keywords: Gene therapy, herpes simplex virus thymidine kinase, interleukin-12, cancer, brain

neoplasm, tetracycline, hypoxia.
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INTRODUCCION

Terapia génica como alternativa terapéutica en céncer

La terapia génica se define como la insercién de material genético (por transferencia in vivo
0 ex-vivo) en una célula para reemplazar o suplementar genes defectuosos. Este tipo de
terapia, requiere no sélo la introduccién de secuencias de DNA fordneo, sino su expresién en
forma estable y prolongada. Segtin la enfermedad y el gen terapéutico a utilizar, en algunos
casos sera necesario conseguir una expresién del gen de manera selectiva o regulada. La
terapia génica en céncer, apunta a reemplazar o suplementar las terapias convencionales, ya
que a pesar de los avances realizados en la comprensién de la etiologia de la enfermedad y al
aumento masivo en el nimero de medicamentos para su tratamiento, la sobrevida de los
pacientes con tumores sélidos no ha variado (Sikora, 1995).

En este contexto la terapia génica surge como una alternativa que intenta, por manipulacién
de genes, generar un aumento en la respuesta antitumoral y conseguir ademas una mejora en
la calidad de vida del paciente (Blaese, 1997); Farzaneh et al., 1998; Gomez-Navarro et al.,
1999). Los avances en las iltimas dos décadas respecto al conocimiento de los eventos
moleculares implicados en la progresién tumoral, conjuntamente con el desarrollo de
tecnologias novedosas para la transferencia de genes, han permitido desarrollar varias
estrategias (Culver and Blaese, 1994) que incluyen entre otras, la citotoxicidad tumoral, la
estimulacién del sistema inmune contra el tumor y la inhibicién de la angiogénesis.

Estas tres estrategias nombradas han sido ampliamente desarrolladas para el tratamiento de
tumores de cerebro. En el presente trabajo de tesis se desarrollaron y caracterizaron sistemas
de transferencia génica para establecer en estudios preclinicos la o las estrategias mas eficaces
para una eventual aplicacién clinica de estas terapias-

Vectores para transferencia de genes

La tecnologia de transferencia génica constituye en la actualidad uno de los obstéculos y
desafios principales para el éxito de este tipo de terapias (Nabel, 1999;Vile et al., 2000). Como
se menciond en el parrafo anterior, el objetivo final es conseguir una transferencia eficiente de
los genes a las células o tejidos blanco y una expresién sostenida o regulada de los mismos.
Existen tres tipos principales de vehiculos de transferencia génica (denominados “vectores”):
viral, no viral y fisica (Mountain, 2000; Crystal, 1995; Anderson, 1998; Verma and Somia,
1997).

Los vectores no virales incluyen tres categorias principales: 1) ADN desnudo; 2) complejos
ADN:-lipidos catiénicos y 3) ADN incluido en polimeros catiénicos (liposomas). Estos vectores
no virales presentan la ventaja de poder transferir genes sin limitaciones de tamario, ser poco
inmunogénicos y de bajo riesgo, y féciles de producir; pero tienen la desventaja de una
transferencia ineficiente y por lo tanto una baja y transiente expresién del gen de interés. Los
métodos fisicos incluyen la electroporaciéon y el “revélver génico”; el primero de ellos, si bien
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ha desarrollado mejoras, tiene la desventaja de disminuir la viabilidad de las células
transfectadas, mientras el segundo método sélo ha demostrado una aplicacién clinica
interesante para transferencia a células de piel y musculo, donde producen ademas una alta
respuesta inmune.

La mayoria de las estrategias y protocolos clinicos actuales en terapia génica utilizan vectores
derivados de virus, ya que éstos han evolucionado naturalmente desarrollando maquinarias
especificas de transferencia de ADN a células. Por lo tanto son los vectores que presentan
mayor eficiencia de transfeccién. Para ser utilizados como vectores, y aplicando los
conocimientos adquiridos en el campo de la estructura génetica y biologia de virus, estos virus
fueron modificados por ingenieria genética para anular su capacidad patogénica e
inmunogénica (Verma and Somia, 1997). Sin embargo, actualmente las principales
desventajas de estos sistemas siguen siendo la inmunogenicidad, las limitaciones en el tamano
del inserto, la dificultad en la produccién y el potencial riesgo de generacién de virus
replicativos o salvajes. Muchos tipos de virus han sido adaptados como vectores, siendo los
maés utilizados los retrovirus (Rv y lentivirus), Adenovirus (Ad), virus asociados a adeno (AAV)
y herpes virus (HV). Cada uno de estos vectores posee propiedades que deben ser
consideradas cuando se elige una estrategia de transferencia génica y que incluyen el tropismo
por determinado tipo celular o tejido, la duracién de la expresién in vivo, la capacidad del
vector de empaquetar un inserto de un determinado tamario, la integracién estable de los
genes al genoma del huésped y los potenciales riesgos biolégicos asociados al uso del vector
elegido. En la tabla I. Se presentan algunas de las caracteristicas més destacadas de los
diferentes vectores virales y no virales.

Los retrovirus como vectores de transferencia genética.
Estructura, organizacién genémica vy ciclo de vida de los retrovirus.

Los retrovirus son virus con envoltura, cuya informacién genética esta codificada en forma de
dos hebras de ARN simple cadena de orientacién positiva. Los vectores retrovirales mas
utilizados, se basan en el virus de la leucemia murina de Moloney (Mo-MLV) Este es un virus
anfotrépico (capaz de infectar tanto células humanas como murinas) lo cual lo hace apto para
su aplicacién a seres humanos.

El genoma del MoMLV tiene una longitud de 10 Kb (Gilboa et al., 1982) y esta constituido
por dos regiones terminales idénticas denominadas LTR (long terminal repeat) ubicadas en los
extremos 5° y 3~ del ADN viral y los genes gag, pol y env ubicados entre los LTR (Figura 1a).
El gen gag codifica para proteinas estructurales internas del virién, el gen pol codifica para las
enzimas transcriptasa reversa e integrasa y el gen env codifica para una glicoproteina de
envoltura, presente en la superficie del virus. Esta proteina determina la especificidad de
huésped del virus, ya que es la proteina reconocida por los receptores presentes en la célula
blanco (Rein and Schultz, 1984).

Los LTR contienen secuencias necesarias para la integracién del ADN viral al genoma
huésped, asi como secuencias con funciones promotoras y enhancer, que dirigen la
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transcripcién de los genes virales una vez que los mismos estan integrados al ADN
cromosémico. Los LTR también contienen secuencias esenciales para la transcripcién reversa
del ARN viral. Rio abajo del LTR ubicado en el extremo 5° se encuentra una regién
denominada v, la cual es esencial para el empaquetamiento del ARN viral dentro de los
viriones (Vogt, 1997). En el gen env se localizan también sitios aceptores de splicing.

El primer paso en la infeccién viral es el reconocimiento entre la célula blanco y el virus. Este
reconocimiento es de alta especificidad y estd mediado por la interaccién entre receptores
presentes en la superficie celular y las glicoproteinas de envoltura viral (producto del gen env).

Las cepas de virus de Moloney pueden ser ecotrépicas (capaces de infectar solamente células
murinas), Xxenotrépicas (capaces de infectar muchos tipos celulares excepto por células
murinas) o anfotrépicas (capaces de infectar tanto células murinas como no murinas) (Hunter,
1997).

propiedad retrovirus lentivirus adenovirus AAV HSV No
virales

Tamafio maximo 8 8 7,5-(30) 4,5 36 =

del inserto (kb)

Tituio (part/ml)  bajo bajo alto aito bajo No

Tropismo de Células en amplio amplio amplio Amplio amplio

Infectividad division SNC

Integracién al si

genoma

Inmunogenicidad Baja baja alta alta alta Nula

Duracién de larga larga corta larga larga Corta

expresién in vivo

Mayores riesgos  Mutagénesis Idem retro Respuesta Idem citotoxicidad nulo

insercional inmune anexo

Tabia I. Propiedades de los distintos vectores de transferencia genética.
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Retrovirys

a b
LTR Vv gag pol env LTR
SD SA

Figura 1. (a) Genoma de un retrovirus silvestre. Se sefialan las regiones mds importantes del genoma:
LTR; repeticiones terminales largas; sefial de encapsidacion; SD, sitio dador de “splicing”; SA, sitio aceptor
de splicing. (b) ciclo de vida de un retrovirus.

Luego de la entrada del virus a la célula, el ARN viral se libera dentro del citoplasma. Alli, la
transcriptasa reversa viral (contenida dentro del virién) sintetiza ADN doble cadena a partir del
ARN viral. Este ADN doble cadena lineal es transportado al nicleo celular, donde la enzima
integrasa (cuya copia también estéd contenida en el virién) cataliza la integracién estable del
ADN proviral dentro del ADN genémico. Los genes de este provirus (genoma viral integrado)
son entonces transcriptos por la ARN polimerasa Il celular. Los productos finales de la
transcripcién son el ARN viral completo y una forma que sufre “splicing”. El transcripto
completo se traduce para producir la poliproteina gag y la proteina de fusién gag-pol, v
también es la fuente de ARN viral que es empaquetado dentro de los viriones nacientes. El
transcripto que sufre “splicing” da lugar al polipéptido env. El clivaje de las tres poliproteinas
(catalizado por una proteasa codificada dentro del gen pol) da lugar a las 8 a 10 proteinas
virales maduras. Las proteinas estructurales se ensamblan para formar la cépside viral
icosaédrica, que contiene dentro dos copias del ARN viral y la retrotranscriptasa e integrasa
virales. El virién brota de la célula mediante un proceso de exocitosis, quedando envuelto por
una porcién de membrana plasmética en la cual se encuentran embutidas las glicoproteinas de
envoltura virales (Figura 1b)

Desarrollo de vectores retrovirales

Dado que los retrovirus no son virus liticos, el ciclo replicativo descripto se lleva a cabo sin
causar efectos deletéreos en la célula huésped.

Por otra parte, la capacidad infectiva de los retrovirus es dependiente de la progresién de la
célula huésped a través del ciclo celular (Miller, 1990). En particular, la replicacién y la
integracién viral requieren que las células se encuentren en la fase S del ciclo celular en el
momento de la infeccién (Miller et al., 1990). Este requerimiento restringe el rango de
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infeccién de los retrovirus a células que se encuentren en estado proliferativo, lo cual le
confiere una utilidad casi excluyente para el tratamiento de masas tumorales in vivo, sin
afectar las células nomales del huésped. Ademas, la capacidad de los retrovirus de infectar un
amplio rango de células huésped, de transportar genes exdgenos y de integrar establemente la
informacién genética que portan en el genoma de la célula infectada, los hicieron potenciales
candidatos para el desarrollo de vectores de transferencia genética (Miller et al., 1993).

Todas estas caracteristicas mencionadas llevaron al desarrollo de sistemas para la
transferencia de genes utilizando retrovirus modificados como vectores (Miller and Buttimore,
1986; Markowitz et al., 1988a; Markowitz et al., 1988b; (Morgenstern and Land, 1990); Danos
and Mulligan, 1988).

El sistema de transferencia retroviral.

El sistema de transferencia de genes mediante vectores retrovirales se compone de dos
elementos principales:
1) El vector retroviral

Tal como se mencioné anteriormente, los retrovirus utilizados en terapia génica, derivan de

retrovirus del tipo del de la Leucemia murina de Moloney, en los cuales el genoma viral es
totalmente delecionado de modo tal de impedir la replicacién del virus utilizado como
vectores (Mulligan, 1993). Los genes virales son entonces reemplazados por los genes de
interés. Estos vectores aceptan insertos de entre 8 a 10 Kb. El sistema de vectores retrovirales
utilizado en nuestro laboratorio, pBabe, (Morgenstern and Land, 1990) se muestra en la
Fig.2a. Este serie de vectores permite lograr células productoras con alto titulo de retrovirus.
En este vector el gen terapéutico exégeno es clonado bajo el promotor LTR, aguas abajo del
extremo 5° de un fragmento del gen gag mutado en el AUG, que contiene la senal de
empaquetamiento ”psi”. La utilidad de este tipo de vector se ve aumentada por la inclusién
de marcadores de multiseleccién bajo el control del promotor SV40, confiriéndole resistencia
a neomicina, puromicina, bleomicina e higromicina, que permiten ademas de seleccionar las
células infectadas, transferir en forma simultanea varios genes a una unica célula.

2) Células empaquetadoras.

Estas son las células productoras de particulas recombinantes. Las mismas han sido
diseriadas para producir las proteinas retrovirales requeridas para el ensamblado del vector
recombinante. La linea empaquetadora utilizada en nuestro laboratorio es la GP+envAm12
((Markowitz et al., 1988b);(Markowitz et al., 1988a)). La misma se genera por transfeccién de
dos plasmidos, uno conteniendo los genes gag-pol y otro conteniendo el gen env (Figura 2b).
De este modo se disminuye la probabilidad de recombinacién génica y la produccién de virus
salvajes.

Las lineas empaquetadoras complementan en trans todas las proteinas retrovirales necesarias
y en ausencia de la sefal de empaquetamiento psi producen en forma constitutiva particulas
vacias cumpliendo la funcién de una fabrica biolégica productora de retrovirus. Cuando el
vector retroviral conteniendo el gen de interés, se introduce en la célula empaquetadora (por
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transfeccién), el mARN producido es empaquetado en particulas virales que son liberadas al
medio. Este medio es utilizado luego para infectar (transducir) células blanco. Una vez dentro
de la célula huésped, el retrovirus recombinante, se integra en forma estable al genoma de la
misma como provirus, y de este modo se transfiere a las células hijas (Figura 2c).

El sistema anteriormente descripto fue utilizado en el presente trabajo de tesis, para obtener
células tumorales productoras de IL-12 y del gen de timidina kinasa del virus herpes simplex-1
(HSV-tk).

Transferencia retroviral in vivo para terapia.

El método éptimo de transferencia génica para un tumor en crecimiento seria aquel que
provea una "entrega " de particulas retrovirales en el entorno local del tumor de modo tal que
cuando una célula individual del tumor entra en el periodo de sintesis de ADN, una particula
del vector esta disponible para transducirla. Una infusién local continua del sobrenadante
conteniendo vector retroviral seria una altemativa posible pero bastante dificil técnicamente.

Una opcién interesante es por lo tanto la de infiltrar la masa tumoral con células modificadas
por ingenieria genética para producir activamente particulas de vector retroviral (células
productoras de retrovirus) de modo tal de tener una produccién continua de vector dentro del
sitio de la masa tumoral.

Nuestros ensayos iniciales fueron tendientes a determinar si la transferencia génica mediada
por retrovirus luego de la implantaciéon de mezclas de células tumorales con células
productoras de retrovirus podria realizarse de un modo exitoso in vivo. En algunos casos,
para medir la eficiencia de transferencia génica in vivo, se sacan los tumores después de 2-4
semanas, se restablecen en cultivo y se testean en ensayos clonogénicos para la expresién del
gen de resistencia a Neo con el andlogo de neomicina G418.

Retrovirus para tumores de cerebro.

Tal como se menciond, los retrovirus, han sido hasta la actualidad los vectores de
transferencia mas utilizados en la mayoria de los ensayos clinicos de terapia génica en
humanos, incluyendo aquellos utilizados para tratar tumores de cerebro (Mountain, 2000).

La caracteristica de los retrovirus derivados del virus de Moloney (MoMLV) de integrar y
expresar su genoma, (nicamente en tejidos en divisién, los vuelve particularmente ventajosos
en el cerebro, donde una célula tumoral constituye el tipo celular predominante en cuanto a su
actividad mitética. De este modo se maximiza la transduccién especifica al tumor con
transferencia minima o nula a células normales. Existe la posibilidad de modificacién genética
de algunas células con limitada proliferacién tal, como células endoteliales, y algunas células
de la astroglia o macréfagos activados. Sin embargo, no se esperan respuestas adversas
significativas debido a esto, e inclusive en algunos casos, dicha modificacién de células locales
con determinados genes terapéuticos podria aumentar la respuesta antitumoral del sistema, tal
como se presentara en el presente trabajo de tesis.
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En varios ensayos sobre tumores de cerebro experimentales, los retrovirus mostraron una
marcada selectividad en la transferencia de genes a tumores intracerebrales comparado con
vectores adenovirales, con minima necrosis tumoral e inflamacién (Boviatsis et al., 1994a).

a b

P gag-pol-gpt

Val

temprans | i —“—{ m]—l—{ wg | el }'—{—;H}‘

p env Am

——+ H LR }—{ Env (4070 A) H I—-

LTR gaq

transduccion

VIRION
recombinante<

Célula huésped

Figura 2. (a) Esquema del vector retroviral pBabe-neo, en el cual el sitio dado de splicing (SD) y el codon
ATG del gen gag (ATG) se encuentran mutados. La expresion del gen clonado en el sitio de mdltiple
clonado(SMC) esta dirigida por las secuencias promotoras del LTR 5°. (LTR) repeticiones terminales del virus
de leucemia murina de Moloney; (gpt): gen de la guanina fosforribosil transferasa (¥): secuencia de
encapsidacion, (SV40): promotor viral; (pUCori): origen de replicacién en procariotas. (b) Esquema de
pldsmidos utilizados para construir la linea de células empaquetadoras de retrovirus GP+envAmi2. (c)
Produccién de retrovirus recombinantes e infeccién de células “blanco”.

Tumores de cerebro: fundamentos para la aplicaciéon de terapias genéticas.

Estudios estadisticos sobre proyecciones de nuevos casos de tumores del sistema nervioso
estiman un promedio mayor a 15000 casos nuevos por ano, sélo en los Estados Unidos. Este
tipo de tumores constituye ademés mas del 20% de los tumores en nifios menores a 15 afos,
constituyendo el segundo tipo principal de tumores malignos, después de las leucemias
([Legler, et al., 1999).

Debido a su enorme resistencia frente a los tratamientos convencionales, es el tipo de tumor
que mas contribuye al costo per capita en cancer, respecto a otros tumores.

La mayoria de los tumores de cerebro tiene un muy mal pronéstico. La principal clasificacién
de tumores de cerebro, se basa en la histologia tumoral. Ademés dichos tumores son
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clasificados como malignos o benignos, de acuerdo a la diferenciacién de sus constituyentes
celulares. Sin embargo, algunos tumores benignos, pueden ser inaccesibles a reseccién por
cirugia debido a su localizacién intracraneal, cerca de los centros esenciales del cerebro, o de
grandes vasos. Por lo tanto, ain tumores que sean benignos desde el punto de vista
histolégico (ver clasificacion, ANEXO 2), pueden ser altamente malignos debido a su
localizacién anatémica. La mayoria de los tipos celulares en el cerebro, puede dar origen a un
tumor de cerebro. Los mas comunes y también los mas agresivos son los derivados de las
células astrogliales, denominados gliomas.

El glioblastoma multiforme es la forma mas agresiva de gliomas (tumores derivados de la glia
o sus precursores en el SNC). Clinicamente, los gliomas se dividen en cuatro grados (tabla II).
Por ejemplo, el astrocitoma altamente anaplasico y el glioblastoma se clasifican como de
grado IV; hay un astrocitoma anaplasico de grado Il y uno ordinario de grado Il o Il segtin las
caracteristicas histolégicas; el astrocitoma pilocitico ordinario es de grado 1. Los
oligodendrogliomas también han sido clasificados de diferentes maneras con la principal
divisién en anaplasico y ordinario. El pronéstico se correlaciona en general con la edad del
paciente, el grado del tumor, y el tipo tumoral (Louis and Gusella, 1995).
Desafortunadamente, el mas agresivo de estos tumores, el de grado 4 o glioblastoma
multiforme (GBM), es también el mas comin en humanos. Estos tumores son el centro de
atencién de investigaciones en el tema, ya que la mayoria de los pacientes con GBMs muere
de esta enfermedad en menos de un afo y esencialmente ninguno de ellos tiene alta
sobrevida. Tal como se mencioné estos tumores, tienen un prondstico muy bajo, ain cuando
se utilice un tratamiento multidisciplinario que incluya cirugia, radioterapia y quimioterapia. El
tiempo medio de sobrevida de pacientes con gliomas malignos es usualmente menor a un arno
a partir del momento del diagnéstico, con menos de 6 % sobreviviendo 5 aros.
Desafortunadamente, en la mayoria de los casos, la calidad de vida de los pacientes sélo
alcanza valores razonables por periodos significativamente menores a los tiempos de
sobrevida. Por lo tanto, no hay duda de que se necesitan estrategias mas novedosas para el
tratamiento de estos tumores, agresivos o inoperables. En este contexto, la terapia génica,
ofrece la posibilidad de desarrollar tratamientos novedosos y mas promisorios para esta
enfermedad.

Tumores primarios de cerebro.

Una de las razones de la resistencia del GBM a la intervencién terapéutica es el caracter
complejo del tumor en si mismo. Tal como su nombre lo indica, el glioblastoma es multiforme,
mostrando regiones de necrosis y hemorragia. Es multiforme también microscépicamente, con
regiones de necrosis en pseudopalizada, nicleos pleomérficos y proliferacién microvascular
(Laws and Shaffrey, 1999). Y también es multiforme genéticamente, con varias deleciones,
amplificaciones y mutaciones puntuales que llevan a la activacién de vias de transduccién de
sefales que involucran receptores de tirosina kinasa tales como EGFR(receptor para el factor
de crecimiento epidérmico) y PDGFR (receptor para el factor de crecimiento derivado de



9 INTRODUCCION

plaquetas, asi como también la disrupcién de vias del ciclo celular que involucran mutaciones
en p53 y Rb (James and Olson, 1996). Estos tumores también muestran heterogeneidad
genética intratumoral con subclones dentro de una poblacién celular tumoral (Ishii et al.,

1999)

Tumor Otra terminologia Frecuencia de invasividad
Astrocitoma grado 1 Pilocitico, juvenil rara

Astrocitoma grado 11 Fibrilar, protoplasmatico, ordinario frecuente

Astrocitoma grado II1 Anaplasico, geminosistico Muy frecuente
Astrocitoma grado IV maligno siempre

Glioblastoma multiforme siempre
Oiigodendroglioma grado II ordinario frecuente
Oligodendroglioma grado 111 anaplasico Muy frecuente

TabiaIl. Gliomas: grado histologico y frecuencia de invasividad

Una de las principales razones por las cuales los gliomas no pueden ser curados por cirugia,
es la naturaleza topogréficamente difusa de esta enfermedad. Ademés de la variabilidad
anteriormente mencionada propia del tumor, la localizacién de las células tumorales dentro del
cerebro también es variable, resultando en una incapacidad para resectar este tumor
completamente.

Aungque los tumores primarios de cerebro, raramente producen metéstasis en sitios fuera del
sistema nervioso central, muestran una marcada propensién a la invasién difusa local; una
caracteristica bioldgica importante que impide una terapia efectiva. Tal invasién difusa ocurre,
en algin grado, irrelevantemente del tipo histoldgico y grado del tumor.

EN 1940, Scherer (Laws et al, 1993) describié la apariciéon y el comportamiento de células de
glioma migrando lejos del la masa tumoral principal a través del parénquima del cerebro

Los patrones de infiltracién del glioma se han llamado desde entonces, estructuras
secundarias de Scherer. Estas células de glioma migran a través del parénquima normal,
acumulandose justo debajo del margen de la piamadre (diseminacién subpial), rodean
neuronas y vasos (perineuronal y perivascular satelitosis) y migran a través de las fibras
nerviosas de la sustancia blanca (diseminacién intrafacicular ) (Holland, 2000, Pilkington,
1994, Berens and Giese, 1999). El resultado final de este comportamiento es la diseminacién
de las células tumorales individuales de modo difuso a grandes distancias y en regiones del
cerebro que son esenciales para la sobrevida del paciente. El ejemplo méas extremo de este
comportamiento invasivo se denomina clinicamente como gliomatosis cerebral, en el cual el
cerebro completo se encuentra difusamente infilrado por células neoplésicas con un aréa
minima o sin centro focal de tumor en si. Las células infiltrantes no pueden ser visualizadas
facilmente, y aparentemente salen del ciclo celular durante la migracién, por lo que se vuelven
resistentes a las terapias convencionales que matan selectivamente células en divisién Las
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caracteristicas mencionadas, sumadas a la dificultad de transferir drogas al SNC a través de la
barrera hematoencefalica, y la respuesta inmune disminuida en SNC, hacen extremadamente
dificil de conseguir una respuesta terapéutica eficiente. Estudios de autopsias de pacientes con
GBM mostraron que aproximadamente 25 por ciento de los pacientes presentan GBMs
muiltiples o multicéntricos (Loseke et al., 1979)

Aun con cirugias repetidas, y en casos de reseccion total del tumor, existe una recurrencia del
80% entre los 3 y 6 meses posteriores lo cual lleva a la muerte del paciente por diseminacién
del tumor en éreas vitales del cerebro.

Tumores secundarios o metdstasis a cerebro

Las metastasis al cerebro son una complicacién frecuente en el 20 a 30% de los tumores
sistémicos. Este tipo de neoplasias secundarias de cerebro, no parecen ser eventos al azar,
sino que involucran interacciones especificas célula tumor-huésped ( Pilkington, 1994).

En orden de frecuencia, los sitios de tumores primarios que dan origen a metastasis en SNC,
son pulmén, mama (Lentzsch et al., 1999), piel (Fidler et al., 1999), rifion y tracto
gastrointestinal. Estas son lesiones bien circunscriptas que pueden ser simples o muiltiples.

Datos de pacientes post mortem, sugieren que en 24 % de pacientes con cancer (datos
epidemioldgicos hasta el afio 1994), hay metastasis evidentes a SNC. La cirugia, combinada
con terapia radiante, constituye el tratamiento de eleccién para un foco tinico de metastasis.
En este caso, la sobrevida media alcanza las 40 semanas. Sin embargo y a pesar de que el
comportamiento invasivo difuso local no es una caracteristica muy propia de los tumores
metastasicos a cerebro, si tienden a dar lesiones muiltiples o inaccesibles a la cirugia, lo cual
limita el tratamiento y reduce la sobrevida a menos de 15 semanas (Nussbaum et al., 1996).

Estrategias de terapla génica para el tratamiento de tumores de cerebro.
Esencialmente, las tres estrategias principales que estdn siendo desarrolladas como
alternativas para el tratamiento de tumores de cerebro son las ya mencionadas en el pérrafo
inicial de esta introduccién e incluyen:
1) utilizacién de genes suicidas para sensibilizar a la célula tumoral a una prodroga, que se
vuelve toxica para la célula en divisién.
2) inmunoterapia para estimular la respuesta inmune del huésped y/o aumentar la
inmunogenicidad del tumor
3) Inhibicién de la angiogénesis tumoral.
Distintos aspectos de las mencionadas estrategias fueron evaluados en el presente trabajo de
tesis en tumores de glioma experimentales.



Terapia suicida

Un método alternativo de matar células tumorales, es mediante transduccién de un gen que
codifica para una enzima capaz de transformar una prodroga en un metabolito téxico. Este
procedimiento se conoce cominmente como “quimioterapia molecular” el cual ha sido y
sigue siendo ampliamente acestudiado en su efecto terapéutico sobre distintos tipos de
tumores (Culver et al., 1992; Caruso et al., 1993; Barba et al., 1994; Boviatsis et al., 1994b;
Sandmair et al., 2000; Aoki et al., 1997, Lal et al., 2000): El gen de eleccién mas frecuente es
el de la timidina kinasa del herpes virus (HSV-tk). Esta enzima, vuelve a las células sensibles a
la prodroga GCV ya que fosforila dicho nucleésido a su forma monofostato con una eficiencia
casi 100 veces mayor respecto a las kinasas celulares; finalmente el GCV-P es transformado en
su forma trifosfato, que puede actuar como analogo de base en la sintesis de ADN, inhibiendo
la elogancién por la DNA polimerasa (Moolten, 1986; Moolten, 1994); De este modo se
produce la muerte de la célula infectada (figura 3.). La especificidad de esta terapia esta dada
por la bajisima afinidad de la timidina quinasa celular por el GCV (1.000-10.000 veces menor
a la de la timidina quinasa viral), razén por la cual a las dosis utilizadas las células normales no
resultan afectadas. Si consideramos ademas el hecho de que en nuestro sistema utilizamos
vectores retrovirales, hacemos que la especificidad de la terapia se vea aumentada, ya que no
sélo el virus necesita células en divisién para infectar, sino que el GCV fosforilado, sélo puede
actuar como un metabolito téxico en células que estén replicando su ADN.

Si bien las eficiencias de transferencias génica con los vectores actuales, no permiten 100%
de transduccién in situ de las células tumorales, existe una caracteristica del sistema que
permitiria amplificar el efecto independientemente de la eficiencia de transduccién. Estudios in
vitro han demostrado que el tratamiento de células tumorales expresando el gen HSV-tk con
GCV, también lleva a la muerte de células que no expresan el gen (Freeman et al., 1993;
Barba et al., 1993; Vile et al., 1994). Se desconoce el mecanismo exacto por el cual se
desarrolla dicho efecto “bystander” y existen observaciones controversiales al respecto. Como
mecanismos probables se postularon la transferencia de metabolitos téxicos del GCV a través
de “uniones estrechas” entre las células (Bi et al., 1993; Elshami et al., 1996; Ishii-Morita et al.,
1997; Mesnil et al., 199)) vy la fagocitosis de vesiculas apoptéticas liberadas por células muertas
por GCV (Hamel et al., 1996; Samejima and Meruelo, 1995).

Mientras el efecto bystander pudo ser demostrado claramente in vitro, el mecanismo de la
regresién tumoral in vivo luego del tratamiento con HSV-tk/GCV aln no se comprende
completamente. Estudios iniciales mostraron que la mayoria de los animales inoculados
estereotaxicamente con células de glioma 9L vy tratadas con HSV-tk/GCV, no desarrollaban
tumor (Barba et al., 1993; Ram et al., 1993; Rainov et al., 1996; Vile et al., 1997). Por ofra
parte, estos estudios también mostraron la existencia de un efecto bystander in vivo (Dilber
and Smith, 1997; Pope et al., 1997, Freeman et al., 1993; Agard et al., 2001). Estos y otros
estudios sentaron las bases para el desarrollo de ensayos clinicos utilizando este sistema
(Oldfield et al., 1993; Ram et al.; 1997; Rainov, 2000; Rainov et al., 2000; Shand et al.,
1999), v surgié también como un tema de discusién el rol potencial del sistema inmune en el
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rechazo de tumores transplantados. Existia la sospecha de que el efecto bystander podria tener
algin rol en el mecanismo de inhibicién de crecimiento tumoral inicial, pero que se necesitaria
un sistema inmune intacto para lograr un rechazo tumoral efectivo (Freeman et al., 1997,
Colombo et al., 1995; Vile et al., 1994).

Ademas de la controversia respecto a la participacién del sistema inmune y las implicancias
para los ensayos clinicos en curso o a futuro, otros trabajos cuestionaron la eficacia real del
tratamiento con HSV-tk/GCV. Tapscott mostré que no habia aumento significativo de la
sobrevida entre animales que recibieron el tratamiento con HSV-tk/GCV, vs aquellos que sélo
recibieron el vector (Tapscott et al., 1994). Por otra parte, Santodonato y colaboradores,
informaron en dos articulos distintos que el tratamiento de tumores de eritroleucemia con
HSV-tk/GCV induce sélo una inhibicién transiente del crecimiento tumoral (Santodonato et
al., 1997)). Un reporte de Cool y colaboradores, también mostré ausencia de efecto sobre el
rechazo tumoral luego del tratamiento in vivo con células 9L inoculadas con el sistema HSV-
tk/GCV (Cool et al., 1996).

Las metodologias de transferencia génica empleadas para volver a las células sensibles a
GCV por transferencia del gen HSV-tk, involucran el uso de vectores virales y no virales (Aoki
et al., 1997; Culver et al., 1992; Bonnekoh et al., 1996). Altemativamente, se han utilizado
células autolégas, modificadas in vitro para expresar el gen (Namba et al., 2000).

Las particulas retrovirales son muy labiles y faciles de inactivar, y sélo es posible obtener
bajos titulos. Por lo tanto, el uso de células productoras de retrovirus (VPC) se ha vuelto una
alternativa interesante para aumentar la eficiencia de la transduccién in vivo.

Debido a los datos controvertidos en la literatura, respecto a la eficacia del sistema HSV-
tk/GCV, al rol del sistema inmune en el rechazo tumoral completo, y la posibilidad de que
parte de las diferencias se deba al uso de diferentes modelos animales y tumorales asi como a
la utilizacién de vectores diferentes; decidimos investigar los mecanismos involucrados en el
rechazo tumoral in vivo luego de la transduccién in vitro e in vivo de tres tipos celulares
distintos, utilizando VPCs portando el gen HSV-tk y posterior tratamiento con GCV. Para ello,
en el presente trabajo de tesis, se inyectaron animales inmunocompetentes con las lineas
murina B16 y de glioma de rata C6, ratones desnudos o atimicos con la linea de melanoma
humano [IB-MEL-LES.

La importancia de reasegurar la potencial eficacia de este sistema, radica en el hecho de que
en ausencia de una anormalidad molecular universal para glioma, la terapia suicida o
antiangiogénica, es una alternativa promisoria ya que pueden ser aplicada a potencialmente
todos los tipos de tumores cerebrales, sin importar el subtipo histolégico. Por lo tanto, es
imprescindible el estudio del sistema en lineas celulares caracterizadas, su capacidad de curar
masas grandes establecidas de tumores, delinear los posibles componentes inmunolégicos del
sistema y sus efectos, a fin de ayudar al disefio e interpretacién de protocolos clinicos.
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Figura 3. Esquema del mecanismo de accién del sistema del gen suicida HSV-tk/GCV, utilizando retrovirus
como vector de transferencia génica.

Terapia antiangiogénica. Gliomas y angiogénesis

Al igual que con lo sucedido con el sistema del gen suicida, el proceso angiogénico apunta a
tratar procesos “comunes” a todos los gliomas. Esto es de gran importancia en la efectividad
final, debido a la alta heterogeneidad de los tumores humanos de cerebro.

Observaciones de la ocurrencia de angiogénesis dentro y alrededor de tumores, comenzaron
cerca de un siglo atrds. Desde entonces, surgié la hipétesis de que los tumores producen
sustancia/s angiogénica/s difusible/s. En 1971, Folkman propuso que el crecimiento y las
metastasis tumorales, eran mecanismos dependientes de la angiogénesis (Folkman, 1971), y
que, por lo tanto, si se bloqueaba dicho proceso, se podria frenar el crecimiento del tumor. El
proceso de angiogénesis es pues, un proceso a través del cual se produce crecimiento de
nuevos vasos a partir de la vasculatura preexistente y estd regulado por el balance entre
moléculas pro y anti angiogénicas. Sin la presencia o formacién de vasos sanguineos, los
tumores no pueden crecer més alléa de un determinado tamano, ni metastatizar a otro érgano.
Por otro lado, sin un suministro de sangre adecuado, es imposible hacer llegar las drogas
antitumorales a todas las regiones del tumor en cantidades efectivas. Por lo tanto un mayor
conocimiento sobre los procesos a nivel molecular y las moléculas implicadas es hoy un
elemento de gran importancia para dirigir esta terapia hacia una salida efectiva.

El Glioblastoma multiforme es uno de los tumores sélidos mas vascularizados en términos de
vasoproliferacién, hiperplasia de células endoteliales y citologia de células endoteliales, por lo
que el proceso angiogénico representa un blanco adecuado para la terapia.
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Varias estrategias han sido desarrolladas para ello, y muchas de ellas incluyen la utilizacién
de antisentidos del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) (Saleh et al., 1996; Sasaki
et al., 1999; Ke et al,, 1998), transferencia de cADN para endostatina y angiotensina;
inhibicién del bFGF mediante tecnologia antisentido, y transduccién con receptores mutados
de VEGF.

En el presente trabajo de tesis se evaluaron los efectos antiangiogénicos y angiostaticos,
observados como consecuencia de la utilizacién de la IL-12 para inmunoterapia o terapia
combinada.

Inmunoterapia. SNC y respuesta inmune. Inmunologia de tumores del SNC.

El sistema nervioso central (SNC) ha sido considerado por un largo tiempo como una barrera
para el rechazo de alo y xeno transplantes y por lo tanto era considerado como un sitio
inmuno privilegiado(Aarli, 1983).

Antigenos (Ags) dentro del cerebro no evocarian una respuesta inmunolégica porque el
cerebro no tiene sistema linfatico y la barrera hematoencefélica (BHE), prevendria a las células
del sistema inmune en su entrada al SNC. Sin embargo, existen varias evidencias que se
oponen a este concepto. Observaciones de los (ltimos afios sugieren que es pausible el acceso
de antigenos desde el SNC a la periferia (Cserr and Knopf, 1992)- Ademaés, se han reportado
varias respuestas inmunes en estudios animales que involucran la implantacién intracerebral
de células tumorales (Tseng et al., 1997; Tseng et al., 1999; Saleh et al., 2000; Tjuvajev et al.,
1995; Giezeman-Smits et al., 2000).

Por otro lado, se sabe que mas del 50% de los tumores malignos de gliomas tienen infiltrado
de linfocitos (TIL) dentro y rodeando al tumor, lo cual indica la entrada de efectores inmunes
al cerebro. (Paine et al., 1986). Por lo tanto el cerebro es ahora considerado sélo como
parcialmente inmunoprivilegiado.

Una de las caracteristicas méas notables del tumor de cerebro, y de gliomas principalmente,
tiene que ver con la inmunosupresién observada en estos pacientes, asociada a una
disminucién o blogueo en la respuesta inmune celular (Roszman et al., 1991). Este defecto
inmune, seria el resultado de factores inmunosupresores liberados por dichos tumores (Zou et
al.,, 1999; Dix et al., 1999). Estudios celulares y moleculares, realizados con lineas de glioma
humanas, confirmaron la expresién de MHC clase | y Fas (CD95), lo cual implica que estas
células podrian ser sensibles a muerte por citotoxicidad. Sin embargo la liberacién de
determinados factores como prostaglandina E2, TNF B2 y otros no dilucidados, junto con la
falta de expresién de factores pro-inflamatorios (IL-12, B7-2 y GM-CSF), conducen a una
activacion deficiente de células T, promoviendo su apoptosis o viraje hacia una respuesta tipo
Th2 (Pamey et al., 2000).

Estos datos sugieren entonces, que la inmunomodulacién de gliomas, hacia un entomo pro-
inflamatorio, seria capaz de ser usada como estrategia terapéutica para aumentar la respuesta
inmune del cerebro contra tumores malignos y conseguir no sélo un rechazo local del tumor,
sino una respuesta sistémica sobre el mismo.



Citoquinas y terapia antitumoral

La utilizacién de citoquinas para estimular el sistema inmune constituye una alternativa para
modular dicho sistema y obligarlo a reconocer y rechazar las células tumorales que evaden la
respuesta inmune. El rol de las citoquinas en la defensa del organismo ha sido ampliamente
determinado y estudiado. Sin embargo, estas citoquinas sélo son efectivas a nivel local, donde
es posible lograr que alcancen altas concentraciones. Esto es itil ademas para reducir los
efectos téxicos de la administracién sistémica de dosis muy altas de estas moléculas.

Distintos tipos de citoquinas han sido evaluados en estudios experimentales sobre tumores de
cerebro, solas o en combinacién con otros tratamientos, mostrando un aumento en la
respuesta antitumoral en varios casos, generalmente asociada al desarrollo de una inmunidad
dependiente de células T contra las células tumorales.

Interleuquina-12 y terapia antitumoral

Uno de los genes candidatos para conseguir el entomo inmunoestimulatorio mencionado,
seria la interleuquina 12 (IL-12). Esta citoquina es una proteina heterodimerica producida por
las células dendriticas, macréfagos, leucocitos polimorfo y queratinocitos (Lamont and Adorini,
1996). Se ha visto que IL-12 induce la proliferacién y actividad citolitica de células T y NK, y
ha mostrado un rol en el desarrollo de células T tipo Thl in vitro e in vivo (Brunda et al.,
1993; Gee et al., 1999). Reportes de nuestro laboratorio y de otros autores, mostraron potente
efecto antitumoral y antimetastasico en varios modelos tumorales murinos usando tanto
células disefiadas para producir IL-12, como por administracién sistémica de IL-12
recombinante (Adris et al., 2000). Su efecto antitumoral en ratones deficientes en células T,
llevé al descubrimiento de sus propiedades antiangiogénicas dependientes de IFN gamma y
de IP-10., lo cual finalmente produce la muerte celular por apoptosis por hipoxia (Gee et al.,
1999).

No existen datos previos de la literatura sobre la utilizacién de esta citoquina, producida a
nivel local, por transferencia génica in situ, sola o asociada a otras estrategias terapéuticas,
para el tratamiento de tumores de cerebro.

Combinacién de estrategias. Modulaciéon de la respuesta inmune del huésped para
aumentar y complementar la terapia suicida.

Los resultados poco significativos en el incremento de la sobrevida de pacientes, obtenidos
de los protocolos clinicos controlados de fase Ill, utilizando el sistema del gen suicida, podrian
ser resultado, entre otras causas probables, de la baja eficiencia de transferencia génica,
asociado a la medicacién inmunosupresora y la radioterapia adjuvante que reciben los
pacientes. Por lo tanto, ain cuando la terapia suicida fuera capaz de crear un entomo
inmunoestimulatorio (resultados; CAPITULO 1), la intensidad de la respuesta secundaria que
activa, parece no ser lo suficientemente potente como para sobrepasar el estado
inmunosuprimido de los pacientes con gliomas humanos. Por lo tanto, para lograr una terapia
genética exitosa, la combinacién ideal gen/vector, seria aquella capaz de atacar al tumor y
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alterar localmente su inmunogenicidad y su entomo, transformandolo en wuno
inmunoestimulatorio, sin producir toxicidad excesiva al parénquima del SNC.

De esto surge la idea de utilizar terapias combinadas que ataquen de modo local al tumor,
como el tratamiento con el sistema HSV-tk/GCV, o la terapia antiangiogénica; conjuntamente
con otro tipo de tratamientos que puedan generar una respuesta inmune no sélo a nivel local,
sino también a nivel sistémico, como por ejemplo genes codificantes para la expresién de
citoquinas. De este modo se amplificaria la respuesta antitumoral.

El conocimiento en esta area es actualmente muy limitado y se necesita mas investigaciones
en esta area, de modo tal de comprender con mayor claridad los mecanismos involucrados en
el rechazo tumoral in vivo e implementar estrategias complementarias para lograr aumentar la
eficiencia del tratamiento.

El objetivo final es evaluar de modo critico las diferentes estrategias terapéuticas, de modo tal
que las méas prometedoras sean consideradas para ensayos clinicos en pacientes con esta
patologia.

Nuevos vectores. Desarrollo de nuevos sistemas de transferencia génica y
optimizacién de los existentes. Desarrollo de elementos promotores/enhancers
especificos de tejido o tipo celular.

Vectores inducibles

Hasta el momento, los vectores virales han hecho posible la transferencia de genes a células
y tejidos de modo relativamente estable, eficiente y aparentemente seguro. Estos sistemas de
vectores virales hicieron posible que la terapia génica se volviera una realidad, con mas de
400 protocolos clinicos realizados (Mountain, 2000) hasta la actualidad. Hasta hace unos
pocos arios, la estrategia mas comin era expresar el transgen a partir de promotores fuertes,
tales como el de citomelagovirus (CMV). Este promotor permite una expresién maxima del
transgen, pero la expresién es constitutiva y no restringida en los tejidos huésped infectados.

En algunos casos, resultaria Gtil poder restringir la expresién génica a células o tejidos
especificos. Para ello, se utilizaron, en un principio, promotores especificos de tejido, que
permiten restringir localmente la expresién, pero alin asi todavia sigue siendo necesario la
regulacién de la expresién en ese tejido blanco. En térmminos generales, una regulacién
apropiada, significa poder activar y desactivar un gen en respuesta a sintomas (expresion) del
tejido blanco (activacién enddgena), o a la accién de alguna droga (activacién exdégena). Esta
expresién regulada es un requisito importante para la aplicacién clinica de la terapia génica,
de modo tal de evitar o prevenir los potenciales efectos secundarios de una expresién a largo
plazo de proteinas terapéuticas. Para ello, se han desarrollado varias estrategias que
cumplirfan dicha funcién. Ente ellos, se encuentran aquellos sistemas que utilizan elementos
inducibles y factores, regulables rdpidamente por la administracién de una droga posterior. el
primero de los sistemas en explotar dichos elementos regulados fue el sistema inducible por
“tetraciclina”. La incorporacién de elementos respondedores a tetraciclina en los promotores
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de los transgenes, dentro de los vectores utilizados, ha permitido una expresién sostenida y
regulada por tetraciclina. Sin embargo, existirian limitaciones a este método, por ejemplo,
respecto al requisito de tener que realizar una regulacién exégena al suministrar la droga.
Existen casos en los cuales, el transgen podria ser activado por una condicién endégena del
tejido a tratar. Esto es posible bajo condiciones en las cuales la condicién de la enfermedad a
tratar, esté ligada muy especificamente a un fenotipo molecular que pueda incidir o impactar
la expresién génica. La condicién de hipoxia podria ser una de estas seiiales endégenas. En el
presente trabajo de tesis, se iniciaron trabajos tendientes a desarrollar sistemas inducibles y
regulables, que pudieran aplicarse no sélo a las terapias que seran presentadas, sino a otros
tipos de tumores y patologias.

Sistema regulable por tetraciclina

El sistema de tetraciclina para la regulacién de la expresién génica, fue inicialmente
desarrollado como un sistema “off” de dos vectores. Se basa en la expresién de una proteina
de fusién (tTA) compuesta por el transactivador de tetraciclina de E Coli (tetR) y el dominio
transactivador del gen VP16 del Virus Herpes Simplex. La proteina de fusién regula la
transcripcién de genes expresados en otro plasmido conteniendo un promotor quimera del
operén de tetraciclina (tetO) y un promotor minimo de CMV (citomegalovirus) (Gossen and
Bujard, 1992). Cuando se agrega tetraciclina al sistema, ésta se une a tTA, induciendo un
cambio conformacional que previene la unién a tetO y por lo tanto “apagando” la expresién
del gen (figura 4a). Existen varias adaptaciones al sistema original de tetraciclina. Una de
ellas involucra una versién mutada del tTA, el rfTA, permite la regulacién positiva (sistema
“on) pues en presencia de un andlogo de tetraciclina llamado doxiciclina, se une a teto,
induciendo la expresién del gen de interés (Figura 4b) (Gossen et al., 1995). También se han
desarrollado diversas modificaciones a este sistema (Watsuji et al., 1997; Zeng et al., 1998)
que incluyen, entre otras, la combinacién de ambos componentes en un unico vector, y la
construccién de un plasmido autoregulatorio bicistrénico. En nuestro laboratorio, y en
colaboracién con los Dres Gould y Chernajovsky en Londres, se construyé un nuevo vector
plasmidico autoregulatorio e inducible por doxiciclina. En el presente trabajo de tesis, se
realizaron estudios de caracterizacién respecto a la cinética de induccién génica de dicho
pldsmido, asi como su aplicacién ala regulacién de dos genes en una tnica célula, y posterior
clonado de los genes especificos utilizados en el tratamiento de tumores.

Induccion por hipoxia

La condicién de hipoxia es un potente estimulador de la angiogénesis. Este proceso, si bien
es fisiolégicamente normal durante estados tales como ciclo menstrual o reparacién de
heridas, se ha visto también restringido a estados patoldgicos tales como artritis reumatoidea,
tumores sélidos, retinopatia diabética, retinopatia en prematuros, hipoxia fetal intrauterina y
enfermedades coronarias.
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El mecanismo principal a través del cual la hipoxia induce una respuesta angiogénica es a
través de la produccién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Claffey et al.,
1998; Dachs and Chaplin, 1998). VEGF es una proteina homodimérica de 45kD que existe en
multiples formas debido a splicing diferencial del mARN y tiene actividades biolégicas
similares, pero distintas biodisponibilidades. La induccién hipéxica de VEGF se debe a un
aumento en los niveles estacionarios de su mARN (Shweiki et al., 1992). Los estudios
tendientes a explicar los mecanismos implicados sugieren que la expresién del gen de VEGF
estaria regulada a tres niveles: transcripcional (Levy et al., 1995; [Forsythe et al, 1996;
(Shibata et al., 2000), postranscripcional (Claffey et al., 1998; Dibbens et al., 1999;

’ g
Sistema Tet-off { +Tc (o do,
(activacién transcripcional tTA -Tc (o dox)

inducida por remocién de Transcripci6
tc o dox)

- dox )OO
Sistema Tet-on 4 +da
rtTA

(activacion transcripcional
inducida por agregado de dox)

Figura 4. Esquema de los sistemas Tet-off (a) y Tet-on(b) regulables por tetraciclina o su analogo
doxiciclina. tTA : activador transcripcional controlado por tetraciclina; VP16:dominio transactivador del
virus herpes simplex; TetO: operdén de tetraciclina-elemento respondedor a tetraciclina-; Tc: tetraciclina;
dox: doxiciclina; rTetR: activador transcripcional reverso

Shibata et al., 2000; Shima et al., 1995;Levy et al., 1996;Levy et al., 1998) y traduccional
(Stein et al., 1998; Shibata et al., 2000). Estas tres propiedades fueron aprovechadas para la
construccién de un nuevo vector en el cual la expresién de genes terapéuticos (o de interés),
sea regulada e inducida por condiciones de hipoxia. Esto se logra clonando los genes de
interés en el contexto de las secuencias 5' y 3' UTR del gen VEGF involucradas en dichos
mecanismos.

Este vector y sus derivados, se presentan por lo tanto, como una alternativa prometedora
para el tratamiento de estados patolégicos donde la mencionada condicién de hipoxia es una
caracteristica importante, tales como tumores sélidos De este modo se logra una selectividad
en la terapia antitumoral.




19 INTRODUCCION

La importancia de este vector, tiene por lo tanto, una aplicacién especifica y de extrema
importancia en el proyecto del presente informe relacionado con el tratamiento de tumores
cerebrales. Ya se mencioné previamente que el glioblastoma multiforme (GBM), es uno de los
tumores mejor vascularizados en humanos, lo cual lo convierte en uno de los blancos mas
atractivos para la terapia antiangiogénica. VEGF, es altamente expresado en GBM, vy
particularmente upregulado en células en palizada, adyacentes a zonas de necrosis, y su
induccién por hipoxia en células de glioma, ya ha sido demostrada in vitro (Damert et al.,
1997;Pietsch et al., 1997).

Otros estudios también demostraron que la expresién génica regulada por HRE (elemento
respondedor a hipoxia) es activa en células de tumores cerebrales, y que el nivel de induccién
de la expresién obtenida es dependiente de la linea celular, del niimero de copias de HRE, y
del grado de hipoxia (Ruan et al., 1999).El factor inducible por hipoxia (HIF-1) juega un rol
critico en la angiogénesis durante el desarrollo vascular. Otros laboratorios, testearon la
hipétesis de si la expresién de HIF-1 se correlaciona o no con la progresién y la angiogénesis
de los tumores cerebrales (Zagzag et al., 2000). Por lo tanto, todo esto convierte al presente
vector en una alternativa terapéutica de extrema utilidad y podria ser utilizado por ejemplo,
para la induccién de distintos genes terapéuticos en un estadio y/o zona determinada del
tumor, que no sélo vuelve a la terapia mucho mas especifica, sino que ayuda a evitar posibles
efectos adversos por la expresién constitutiva y no localizada de distintos genes.

La construccién del mencionado vector fue iniciada durante el periodo de trabajo de la
presente tesis. Las construcciones iniciales contuvieron un gen reportero, luciferasa en nuestro
caso, a los efectos de facilitar la caracterizacién de las mismas.

Protocolos clinicos. Requisitos y estudios preclinicos. Producto biolégico apto
para estudios en humanos. Toxicidad y biodistribucién.

Tal como se menciona en el titulo del presente trabajo de tesis, y dentro del marco de los
objetivos generales de estudios en terapia génica, uno de los objetivos del presente proyecto
consistié en disefar por ingenieria genética y mediante el uso de retrovirus recombinantes, una
serie de biofarmacos para su utilizacién en el tratamiento de pacientes con céncer.

Los productos a desarrollar deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

a) inducir una fuerte respuesta antitumoral especifica y sin efectos colaterales,
b) poder ser administrados en forma directa al paciente,

Existen ciertas condiciones requeridas para asegurar la eficacia y bioseguridad de las células
productoras de retrovirus, para su utilizacién en seres humanos.

Segiin se describi6 en el sistema de retrovirus, las células empaquetadoras de retrovirus han
sido disefiadas de modo tal de permitir la produccién de vectores retrovirales en ausencia de
virus con capacidad replicativa. Varias lineas empaquetadoras han sido desarrolladas con
distintos rangos de huésped (murino o humano). Sélo aquellas lineas anfotrépicas son capaces
de producir virus capaces de infectar células humanas (Miller, 1990). Entre ellas encontramos
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la linea de fibroblastos murinos GP-Am12+env (Markowitz et al., 1988a) vy la linea también
derivada de NIH3T3, PA317 (Miller and Buttimore, 1986).

Existen dos estrategias diferentes para producir el mismo tipo de retrovirus:
a) Por transfeccién de las células empaquetadoras anfotrépicas GP-Am12env (o
PA317 segin el caso) con el vector pBabe portando el gen de interés. La ventaja de esta
estrategia es que el nliimero de copias del gen HSV-tk que se obtiene es relativamente alto (10-
20 copias) lo que aumenta la eficiencia de produccién de cépsides virales conteniendo copias
del gen terapéutico. La desventaja consiste en que se requiere que el antibiético de seleccién se
mantenga todo el tiempo para evitar que la célula expulse el plasmido pBabe.
b) Por transfeccién con el vector pBabe portando el gen de interés en células ecotrépicas
GPE-86 (Markowitz et al., 1988b). Estas células producen a su vez retrovirus con los cuales se
infectan las células anfétropicas GP-Aml2env. En este caso se obtienen lineas celulares
productoras estables, ya que los retrovirus se incorporan en forma estable al genoma de las
células GP-Am12env. La desventaja estaria en que el nimero de copias del gen seré cercana a
1, y por lo tanto ser4 menor la eficiencia de produccién de capsides virales conteniendo copias
del gen terapéutico. El titulo de los retrovirus puede ser aumentado méas de 50 veces luego de
miiltiples superinfecciones de las células empaquetadoras con los vectores retrovirales ((Parente
and Wolfe, 1996)).

Para la utilizacién de las células productoras en un eventual ensayo clinico, se busca aumentar
el titulo de produccién de virus. Las cfu (unidades formadoras de colonias) definen la
capacidad de los retrovirus de infectar y conferir resistencia a antibiéticos de seleccién. Se
define de este modo ya que los retrovirus recombinantes no pueden formar placas de lisis. Un
titulo de 10° / ml por 4 hs de infeccién es el previsto para los ensayos clinicos en seres
humanos. (Oldfield et al., 1993), aunque se han reportado ensayos clinicos utilizando titulos del
orden de 10° / ml.

Por lo tanto, uno de los trabajos realizados en el periodo de la presente tesis, y en
colaboracién con otros miembros del grupo, consistié en la produccién de un nuevo clon de
células productoras, que poseyera un mayor titulo alto y que serd seleccionado para su
utilizacién en los ensayos clinicos.

Si bien los ensayos de toxicidad y biodistribucién, no forman parte de los resultados de la
presente tesis; los mismos fueron evaluados por otros miembros del laboratorio del Dr.
Podhaijcer ( tesis de Licenciatura de la lic. Lucia Chemes), y permitieron una caracterizacién
mas completa del sistema utilizado.
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El objetivo general del presente trabajo fue disefiar, caracterizar y desarrollar vectores
conteniendo genes suicidas y genes codificantes para citoquinas, cuyo blanco inicial sera el
cancer de cerebro primario y metastasico (melanoma), con eventual aplicacién sobre otros
modelos tumorales. Para ello planteamos:

1. Contruir y caracterizar un sistema de transferencia genética, basado inicialmente en un
vector retroviral, para su posterior aplicacién en pacientes. Realizar experimentacién pre-
clinica con el mencionado sistema de modo tal de comprender los mecanismos de accién de
los distintos genes terapéuticos. Esto permitira establecer las mejores condiciones para el
maximo rechazo tumoral con los menores o minimos efectos colaterales. El objetivo final es
determinar el sistema mas eficaz para conseguir la eliminacién de un tumor y aplicar los
conocimientos obtenidos a un correcto diserio e interpretaciéon de protocolos clinicos.

2. Avanzar sobre la produccién y caracterizacién de un producto biolégico (clon terapéutico),
apto para ser utilizado en seres humanos, y la transferencia de esta tecnologia para el inicio de
ensayos clinicos de fasel/ll en pacientes.

3. Producir por ingeneria genética, nuevos vectores para terapia génica que permitan mejorar
y aumentar la respuesta antitumoral, asi como regular la actividad de los genes utilizados. Las
mejoras buscadas se orientardn a disminuir los potenciales efectos téxicos por falta de
regulacion fina, asi como al aprovechamiento de caracteristicas intrinsecaas del tumor para
activar genes que lo ataquen.
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MATERIALES Y METODOS

Acidos nucleicos. Clonado de vectores terapéuticos v reporteros.

o Construccion de retrovirus recombinantes

Los retrovirus recombinantes fueron preparados usando como "esqueleto", los vectores
recombinantes de la serie pBabe derivados del virus de Leucemia Murina de Moloney
(MoMLV), provistos gentilmente por Morgenstern y Land, ICRF, London (Morgenstern and
Land, 1990). El gen HSV-tk (timidina kinasa del virus herpes simplex-1) fue aislado del
plasmido pAGO (Colbere-Garapin et al., 1979) como un fragmento de 1.7 Kb cortando con
Bglll-Pvull. El vector pBabe Neo, conteniendo el marcador de seleccion de neomicina
(seleccién con geneticina: G-418 se cortd en el sitio EcoRI (SMC), se rellené con Klenow para
generar extremos romos y se redigirié6 con BamHI. El fragmento de HSV-tk de 1.7kb,cortado
con Bglll-Pvull fue subclonado en los extremos romos BamHI y EcoRI de pBabe Neo. La
construccién obtenida se denominé pAGO Babe-neo (pBabepAGO) (Figura 5), y tiene un
sitio para EcoRI reestablecido en la unién de los extremos romos de EcoRI con Pvull.

Bgllr (1200) Pvull (2975)
[— ——

Fragmento 1,75 Kb

pFG5 (pAGO)

pBabe Neo

1) EcoRI +Klenow
2) BamHI

e‘%

Figura 5. Estrategia de clonado del gen HSV-tk en el vector retroviral pBabeNeo.
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La preparacién del vector de expresién de IL-12 que posee dos subunidades heterélogas se
realizé introduciendo entre ambos cADNSs la secuencia IRES (internal ribosome entry site) que
permite niveles de traduccién similar de ambos mensajeros (Morgan et al., 1992). El cADN
completo correspondiente a las subunidades murinas p35 y p40 (provistas por Maurice Gately,
Hoffman-La Roche Inc.) de IL-12 fueron clonadas también en el vector retroviral pBabe Neo.
Para insertar p35 en pBabeNeo, se corté p35 con Ncol, se rellené con Klenow y se corté con
EcoRI. El fragmento Ncol blunt-EcoRI conteniendo el inserto p35 fue insertado en pBabe
linearizado con BamHI (MCS), rellenado con Klenow y digerido con EcoRI. Para inserta la
subunidad p40 rio abajo de la secuencia IRES, p40 fue cortado con EcoRI, rellenado y
cortado con Ncol. Este fragmento fue clonado en el vector pCITE previamente cortado con
Ncol- EcoRV. Este sitio dentro de pCITE contiene el ATG correspondiente al sitio de comienzo
de la transcripcién. La fusiéon IRES-p40 se sacé cortando con EcoRI-Sall y se cloné en pBabe
Neo-p35, previamente cortado con EcoRI-Sall. El vector resultante se denominé pBabe Neo
IL-12 (Figura 6).

NcoX EcoRI Ncol EcoRI (blunt)
P35 (0,7 Kb)
pBabeNeo ‘°'.' l _.". all
cortado '-._ ol
con BamHI (blunt)
+ EcoRI

v

pBabeneo-p35
cortado con EcoRI-Sall

LIGACION : .
Fragmento de 1,7 Kb EcoRI-Sall
(IRES-p40)

Figura 6. Estrategia de clonado de las interleuquina 12 murina en el vector retroviral pBabeNeo.




o Construccion vectores plasmidicos de expresion

Vectores inducibles por tetraciclina

Para la construccién de los plasmidos inducibles "autoregulatorios”, las construcciones finales
y subclonados fueron realizadas en el "esqueleto" del vector pGL2-Basic (Promega;
GenBank/EMBL Accesion number; X65323). Los plasmidos pUHG17-1, pUHD10-3 y
pUHC13-3 (Gossen et al., 1995) fueron cedidos generosamente por Gossen y Bujard
(Universidad de Heidelberg, Alemania). El sitio de restriccion Bbsl en el mCMV es comtin al
CMV de tamaiio completo y al promotor tetP , y fue utilizado en la construccién de la unidad
transactivadora rtTA.

Las estrategias utilizadas para la construccién de los plasmidos pGCMV, pGTL, pGTE,
pGRTL, pGTRTL, y pGTRTC (fig 2.1, Capitulo 2), fueron las descriptas en la bibliografia
(Gould et al., 2000).

El pldsmido para control de fluorescencia de EGFP y de eficiencia de transfeccién, se
construyé aislando un fragmento EcoRI -Notl de 700pb correspondiente al cADN del gen
reportero, del vector pEGFP-1 (vector carente de promotores rio arriba del gen EGFP) de
Clontech. Este fragmento fue subclonado en el plasmido pcDNA; cortado también con EcoRI-
Notl. El vector resultante fue denominado pcEGFP.

Para el clonado de mIL12 en pGTRT, se obtuvo el cADN completo de IL-12 murina, del
vector retroviral mIL2 pBabe Neo. El fragmento de 2,3 kB correspondiente a dicho cADN, fue
cortado con BamHI y Sall del mIL12pBabeNeo y subclonado en el vector pUC19-TNF,
previamente cortado con BamHI-Sall. El vector resultante se denominé pUCmIL12.
Posteriormente se cortd el cADN de la mIL-12 de pUCmIL2 con BamHI y Accl. El vector
compatible se preparé realizando una digestién parcial del pGTRTL (pGTRT conteniendo el
gen de luciferasa) con BamHI y posterior digestién con Clal de modo tal de generar una
ligacién con extremos cohesivos. El vector obtenido por ligacién de ambos fragmentos se
denominé pGTRTmIL12 (Capitulo 2, seccién 2.11.1).

e Construccion de enhancers inducibles por hipoxia. Clonado de IL-12 humana.

Las estrategias de clonado de los vectores con promotores/enhancers inducibles por hipoxia
y el vector retroviral portando el gen de la IL-12 humana, se describen en la seccién de
resultados (Capitulo 2 y capitulo 3, respectivamente).

o Manipulacion del ADN plasmidico.

Todos los clonados y subclonados fueron realizados siguiendo los procedimientos estandares
de ADN recombinante. (Sambrook et al., 1989b). Los fragmentos de ADN fueron resueltos en
geles de agarosa horizontales de distintos porcentajes (0,8-2%) de acuerdo a su tamario.
Todas las enzimas para las diferentes estrategias de clonado, fueron utilizadas segtin
indicaciones del/los proveedores.
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o Obtencién (purificaciéon ) de DNA plasmidico y retroviral. Preparacion
Baja, mediana y gran escala.

Las preparaciones a gran escala el ADN fueron realizadas por el método standard de Cloruro
de Cesio. El ADN fue purificado y resuspendido en agua destilada estéril y la concentracién de
ADN fue determinada por medicién de absorbancia a 260 nm. Las preparaciones a mediana

y baja escala fueron realizadas por el método standard de lisis alcalina (Sambrook et al.,
1989b).

Cultivo celular. Experimentos in vitro.

o Lineas celulares

La linea de melanoma humano IIB-MEL-LES fue establecida a partir de melanomas
metastasicos humanos ({(Guerra et al., 1989)) y crecida rutinariamente en medio Melanoma
(ver ANEXO 3) con 10% suero fetal bovino (SFB) (GIBCO, BRL), 2,5 unidades/ml de
penicilina y 2,5 ug/ml estreptomicina.

Las células NIH3T3 (ATCC, CRL 1658) , COS-7 (ATCC, CRL 1651) y B16 de melanoma
murino (ATCC, CRL 6323) fueron compradas a la American Type Culture Collection
(Rockville, ND) y mantenidas en medio DMEM en presencia de 10% SFB (suero fetal
bovino), 2mM glutamina, penicilina (100U/ml) y estreptomicina (100ug/ml) (ANEXO 3). La
linea de glioma de rata C6 (ATCC, CCL 107) fue crecida en idénticas condiciones pero
utilizando suero fetal bovino de otro proveedor (Bionos, Buenos Aires)

Las células denominadas DTF son fibroblastos embrionarios primarios DBA/1 inmortalizados
con el antigeno T de SV40 sensible a la temperatura. Estas células fueron crecidas en idénticas
condiciones a las B16 y C6.

Las lineas empaquetadoras murinas anfotrépica GP+envAml2 (Aml2-VPC o
genéricamente VPCs) y la ecotrépica GP+E86 (GP-VPC, en adelante denominadas
genéricamente GP+E) (Markowitz et al., 1988b;Markowitz et al., 1988a) fueron mantenidas
en DMEM con 10% Newborn (GIBCO, BRL). Para la "re-seleccién" de estas lineas, las mismas
se crecieron bajo
condiciones de presién de los plasmidos que contienen las secuencias de empaquetamiento,
en medio especial HXM (ver ANEXO 3). Todas las lineas derivadas de estas células
empaquetadoras fueron crecidas en idénticas condiciones, con agregado del antibiético de
seleccién geneticina (G-418), en caso de ser necesaria la seleccion o reseleccién para el
retrovirus transfectado pBabe-Neo, portando el transgen de interés.

En todos los casos, las células fueron mantenidas en estufas de cultivo a 37°C y en una
atmésfera de 5% COy/95% aire.

Para crecimiento bajo condiciones de hipoxia de células transfectadas con construcciones
inducibles por esta condicién, los cultivos celulares fueron inducidos a expresar HIF alfa, por
agregado de medio fresco suplementado con de 100uM CoCl, (induccién con metales
divalentes) al medio de cultivo durante 16 hrs (Agani and Semernza, 1998) y comparados con
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células transfectadas con pGL3mCMV o un plasmido con el promotor completo de CMV.
Alternativamente se probé la cinética de induccién en condiciones reales de hipoxia en
condiciones controladas de 0,1% de O,, durante 17 horas. Luego de este periodo las células
fueron cosechadas en buffer de lisis (ver medicién de luciferasa) para la medicién de la
expresién del gen reportero.

Se realizaron ensayos de rutina de deteccién de contaminacién con micoplasma mediante el
uso del kit MiKotec.

e Transfeccion transiente.

Las células fueron plaqueadas en placas de 6 pocillos a una densidad de 2,5-5 x10 ° células
/pocillo y transfectadas con ADN al dia siguiente utilizando el método de transfeccién de co-
precipitacién con fosfato de calcio (Chen and Okayama, 1987), o Lipofectamina (GIBCO
BRL) alternativamente.

Brevemente, para el método de precipitacién con fosfato de calcio, se preparé una solucién
de ADN-CaCl, mezclando 50 ul de 2.5 M CaCl,, 10 ug del ADN plasmidico y agua hasta 500
wl. Esta solucién ADN-CaCl, se agregé gota a gota a 500 ul de buffer de precipitacién 2xHBS
(280mM NaCl, 1,5mM Na,HPO,x2H,0, 50mM Hepes) con burbujeo constante. Después de
30 minutos a temperatura ambiente, el precipitado fue agregado a la placa con células. Luego
de 4-6 horas de exposicién al precipitado de ADN a 37°C en 5-7 CO,, se agregd medio fresco
a la placa. Al dia siguiente se realizé el shock de glicerol por exposicién de las células
transfectadas a 10% glicerol en DMEM, durante 1 minuto, luego de lo cual se realizaron dos
lavados con PBS y agregado de medio con suero e incubacién normmal de las células. Para
ensayos de expresion transiente, las células se incubaron 48 horas sin dividir.

Para una comparacién segura de los pladsmidos, las transfecciones se realizaron con
cantidades equivalentes molares de ADN. Luego de la transfeccién, las células fueron
testeadas para la expresion del transgen.

En el caso de transfecciones transientes con plasmidos regulables por tetraciclina, luego de la
transfeccién, se cultivaron las células en 3ml de medio con o sin Doxiciclina (anélogo de la
tetraciclina) (1pug/ml). Los experimentos fueron terminados entre las 6 y las 72 horas
posteriores, tiempo al cual se determiné la expresion del gen de interés segin la metodologia
correspondiente.

e Transfeccién permanente o estable.

Las células a ser transfectadas fueron plaqueadas en placas de 9cm de didmetro (P100) a
una densidad de 5x10° células por placa. Al dia siguiente se realizé Ia transfeccién con 20
ugrs del vector retroviral para ensayos de producciéon de células empaquetadoras, o la co-
transfeccién con los vectores plasmidicos (20 ug) (segtin el caso) y la construccién de seleccién
pTKHyg (Clontech) (1ug) en estudios con plasmidos inducibles. En este dltimo caso, los
vectores plasmidicos inducibles fueron transfectados solos como 20 pg de un dGnico vector
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autoregulatorio (p. ej: pGTRTL) o como una combinacién con 10 ug de cada uno de los
vectores inducibles autoregulatorios (p.ej: pGTRTC y pGTE).

El ADN fue precipitado tal como se describié anteriormente con el método de fosfato de
calcio y posterior tratamiento con 10% glicerol. Al dia siguiente las células fueron divididas 1
en 5y cultivadas toda la noche antes de iniciar la seleccién en el medio suplementado con el
antibiético de seleccién respectivo ( G418 (1-2mg/ml; dosis variable segtin célula transfectada)
(Life Technologies, Paisley, UK) o Hygromycina B (hasta 200 ug/ml) (Calbiochem-
Novabiochem, La Jolla, CA, USA)). El medio de seleccién fue cambiado tres veces por
semanas y se observé la aparicién de clones aislados después de 3 semanas. Los clones fueron
aislados por lavado con PBS y posterior colocacién sobre cada colonia visible de un disco
autoclavado de papel 3MM embebido en tripsina/EDTA (método modificado de '"ring
cloning"). Las placas se incubaron entonces por 2-4 minutos a 37°C y 5% CO,, luego de lo
cual los papeles fueron transferidos a pocillos individuales en placas de 12 pocillos
conteniendo el medio de seleccién correspondiente. y se dejan crecer hasta aproximadamente
70% de confluencia, tiempo al cual son testeados para los ensayos correspondientes.
Alternativamente, los clones fueron obtenidos por el método de "clonado por dilucién" (o
dilucién limite ) y tratados en igual manera.

Las células empaquetadoras de retrovirus fueron generadas de un pool de las respectivas
colonias obtenidas para cada gen terapéutico o reportero.

La linea celular ecotrépica productora de retrovirus portando el gen de HSV-tk fue
denominada GP+E-tk y la que porta el gen de mlL-12 fue denominada GP+E-IL12. Las
células GP+E-EGFP producen retrovirus portando el vector retroviral MFG-EGFP ((Danos
and Mulligan, 1988)) en el cual se encuentra clonada una mutante de alta estabilidad de la
proteina verde fluorescente de A. Victoria (EGFP= enhanced green fluorescent protein). Para
las lineas productoras amfotrépicas las denominaciones utilizadas en el presente trabajo fueron
GP+envAm12-tk (a partir de ahora, denominadas VPC-tk) y GP+envAm12-IL-12 (a partir de
ahora denominadas VPC-IL12), respectivamente.

e Obtencién de medios condicionados y sobrenadantes virales.

Los medios condicionados fueron obtenidos a partir de células semiconfluentes mantenidas
en ausencia de suero durante el tiempo indicado. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS
y mantenidas en ausencia de suero durante el tiempo indicado. Luego de este periodo, el
medio fue centrifugado durante 10 minutos a 1500 rpm en centrifuga clinica, para eliminar
restos celulares.

Los sobrenadantes virales se obtuvieron a partir de placas de 9cm, de células productoras
confluentes, incubadas durante una noche con 2ml de medio fresco sin droga de seleccién.
Los mismos fueron filtrados a través de filtros de 0.45um para eliminar los restos celulares, y
utilizados inmediatamente para transduccién de células blanco, o congelados en N, liquido y
guardados a -70°C para infecciones posteriores.
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e Determinacion del titulo viral y de la transducibilidad in vitro.

Los titulos virales de las lineas de células productoras de retrovirus establecidas, fueron
determinados por infeccién de células NIH3T3, de acuerdo al ensayo clonogénico estandar
(Cepko and Pear , 1997). Brevemente, 5x10° células NIH3T3 se plaquearon en placas de 6
cm el dia previo a la infeccién. Al dia siguiente fueron infectadas con diluciones seriadas de
sobrenadantes virales en presencia de polybrene (8ug/ml, Sigma), crecidas por 48 h a 37° C,
y transferidas a placa de 9cm, seguidas por seleccién en G418, hasta la aparicién de colonias.

La concentracién en u.f.c (unidades formadoras de colonias)/ml fue calculada, como el
ntimero de colonias por placa, multiplicado por el factor de dilucién. Normalmente el titulo fue
calculado a partir de las dos diluciones mas bajas a las cuales aparecen colonias resistentes y
pueden ser contadas de modo seguro. Los titulos de los clones utilizados fueron del orden de
10% 10° ufc, segiin se describen en la seccién de Resultados.

e Tincién para gen reportero de B-Galactosidasa

Para el ensayo del gen reportero de B-Galactosidasa, 24-48 horas posteriores a la
transduccién de las células blanco, la monocapa de células fue lavada con PBS e incubada
durante 10 minutos con 3 ml de paraformaldehido al 4 %. Las células se lavaron nuevamente
en PBS y se incubaron 2-13 horas con 1ml (para una P60) de solucién de tincién de X-Gal
(1,3 mM MgCl,; 3mM K;Fe[CN]¢; 3mM K;Fe[CN]¢, 1mg/ml X-Gal en buffer fosfato 0,1M pH
7,3).

o Transduccién retroviral de células blanco (Infeccion de lineas celulares
tumorales y no tumorales)

Células de melanoma murino B16, de glioma de rata C6 y de melanoma humano IIB-MEL-
LES se plaquearon el dia anterior a una densidad de 5x10° células por placa de 9cm. Al dia
siguiente fueron incubadas a 37°C durante 4 horas con 2ml de sobrenadante viral
conteniendo 8ug/ml de Polybrene (Sigma Co. , St.Louis,MO). Luego de ese tiempo las células
se lavaron con DMEM, vy se les agregé medio fresco sin retrovirus. Las placas se crecieron
durante 48-72 horas, se tripsinizaron y replaquearon en varias placas. Luego de una seleccién
con G-418 1mg/ml durante 15 dias, se aislaron colonias resistentes por ring cloning o dilucién
limite. Los clones resultantes fueron denominados B16-tk, C6-tk y Les-tk. Estos clones fueron
testeados por su sensibilidad a GCV. Las células C6-1L12 y B16-IL12 fueron testeadas en su
produccién de la citoquina correspondiente por el método de ELISA.

o Medicion de la producciéon de citoquinas (IL-12) y actividad de HSV-tk

La secreciéon de mIL-12 fue medida en el medio condicionado de células transducidas o
infectadas con dicho gen, por ensayo de ELISA sandwich (enzyme linked immunosorbent
assay). Las placas de ELISA de 96 pocillos, fueron incubadas toda la noche con el anticuerpo
de captura rata anti -mouse-IL12 (AcMo 9A5; Hoffman-La Roche; concentracién final 2
ug/ml) diluido en buffer de captura, respectivamente. Al dia siguiente las placas se bloquearon
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con BSA 2% (Sigma, St. Louis, MO, USA), 2 horas a 37° C. Luego de agregar el medio
condicionado, y posterior incubacién toda la noche a 4° C con anticuerpo conjugado con
peroxidasa (AcMo 5c¢3; Hoffman-La Roche; rata anti-mouse subunidad p40; 250 ng/ml), se
realizé el revelado con o-fenildiamina (ODC) y se leyé la Absorbancia a 415nm. Los valores
de IL-12 se obtuvieron por extrapolacién en curva standard obtenida de la misma manera
con cantidades conocidas (diluciones seriadas; 1ng/ml a 15 pg/ml) del standard de IL-12
recombinante murina Todos los lavados realizados durante el presente ensayo fueron
realizados en PBS-Tween.

Para el ensayo de citotoxicidad in vitro del GCV, clones de células transfectadas con el gen
HSV-tk y resistentes a G-418, fueron testeadas en su sensibilidad a GCV, a fin de obtener los
clones mas sensibles para ser usados en experimentos in vitro e in vivo. Para ello, un total de
1x10® células correspondientes a los distintos clones de cada linea, resistentes a G418, o a
células no transfectadas utilizadas como control negativo. fueron plaqueados por triplicado en
placas de 96 pocillos, en 200ul de DMEM+SFB. A las 24 horas se agregaron concentraciones
crecientes (0, 0,005uM; 0,05uM; 0,5uM, 5uM y 50uM) de GCV. Las células fueron incubadas
entre 2 y 7 dias (hasta observar ausencia de células en alguno de los pocillos con mayor
concentracién de GCV), con agregado de medio fresco conteniendo GCV cada 48 horas. Al
final del periodo de incubacién, las células sobrevivientes fueron determinadas por conteo en
un hemocitémetro y confirmadas por la técnica de MTT(Volyanik et al., 1993).

e Medicion de sCR1 por ELISA

Para la medicién de sCR1 en el medio de cultivo de células transfectadas con plasmidos de
expresion inducible por doxiciclina, se realizé un ensayo de ELISA siguiendo la metodologia
descripta para la medicién de IL-12. En este caso el anticuerpo de captura utilizado fue un
anti-CR1 (AcMo J3.D3, Serotec, Oxford, UK) diluido 1:2000; anticuerpo de deteccién
policlonal conejo anti-CR1 (cedido por Dr. R Smith, adprotec, Royston, UK) diluido 1; 2000 y
como anticuerpo secundario un fragmento F(ab),, burro anti Ig de conejo, unido a peroxidasa.
La serial fue detectada utilizando como reactivo cromogénico TMB y midiendo la absorbancia
a 450nm,

o Anadlisis del “efecto bystander”in vitro

Para determinar la presencia del efecto bystander, las células correspondientes a los clones
seleccionados en su sensibilidad a GCV, fueron mezcladas con la correspondiente célula
parental en diferentes proporciones y plaqueadas a una densidad final de 0,6 x 10°, 1x10*
2,5x10° (baja densidad) o 5x10° células y 1x10* (alta densidad) por placas de 96 pocillos. Las
mezclas fueron tratadas con GCV 50uM tal como se describié anteriormente.



e Ensayo de luciferasa

La actividad de luciferasa en lisados celulares fue medida lisando las células en placas de 6 o
12 pocillos a temperatura ambiente en 200 pl de buffer de lisis (25 mM Tris fosfato (pH 7.8), 2
mM ditiotreitol (DTT), 2 mM de &cido 1, 2-diaminociclohexano-N,N,N”, N’- tetraacetico, 10
% glicerol, 1% Tritén X-100). El material insoluble fue peleteado por centrifugacién durante 1
minuto a 13,000 r.p.m., y 20 ul del sobrenadante fueron mezclados con 100 ul de reactivo de
luciferina (20 mM Tris, 1,07mM (MgCO);Mg(OH),.5H,), 2,67 mM MgSO,, 0,1 mM EDTA,
33,3 mM DTT, 270 uM Coenzima A, 470 uM Luciferin, 530 uM ATP ) vy la luz producida en
10 segundos fue medida en un luminémetro (se utilizaron alternativamente un Luminoskan,
Labsystems, Helsinki, Finland, o a MLX Microtiter Plate Luminometer, Dynex Technologies,
Chantillly, VA, USA). Los valores de luciferasa fueron nommalizados por medicién de la
concentracion total de proteinas en lisados celulares utilizando el ensayo proteico de Bradford
(laboratorios Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y los valores de actividad de luciferasa fueron
expresados como unidades de luz relativas (RLU) por microgramo de proteina.

e Cuantificacién de la expresién de EGFP por fluorescencia celular

La fluorescencia fue cuantificada en células fijadas con PBS conteniendo 2%
paraformaldehido por citometria de flujo utilizando FACScan II ( Beckton Dickinson, Mount
View, CA., USA) y datos de fluorescencia fueron analizados utilizando el Cell Quest Software.

® Andlisis de marcadores de superficie por citometria de flujo

Se realizd una inmunofluorescencia sobre células tumorales en suspensién. Como
anticuerpos primarios se utilizaron anticuerpos monoclonales ratén anti- MHC clase I (dilucién
1/40; OX-18, Serotec, UK), MHC clase II (dil. 1/50; OX-17 Serotec, UK) e ICAM-1 (dil 1/100)
de rata y se revelé con una IgG de cabra anti IgG de ratén unido a FITC (dil. 1/25; Jackson
InmunoResearch Laboratories, Inc.) . Como control de isotipo (control negativo) se utilizé una
IgG nomal de ratén (1/50; DAKO). Todos los anticuerpos fueron diluidos en
PBS/0,1%BSA/0,01% Azida. Brevemente, las células fueron tripsinadas en buffer citrato a una
concentracién de 7x10° células por tubo, centrifugadas (1200 r.p.m por 5 minutos ) y lavadas
2 veces en PBS frio. Se bloqueé durante 30 minutos a temperatura ambiente con 10% de
suero normal de rata, y luego de dos lavados en PBS, se incubaron durante 1 hora a 4°C en el
respectivo anticuerpo primario. Se repitieron 2 lavados en PBS vy se incubé con el anticuerpo
secundario durante 1 hora y media a 4°C. Finalmente, se lavaron las células y resuspendieron
en un volumen final de 900 ul de PBS. Las muestras de células fueron medidas en el
citémetro de flujo y se registraron 10.000 eventos de conteo. Las células muertas fueron
eliminadas del anélisis utilizando el colorante vital ioduro de propidio , el cual fue agregado
previamente a la medicién (5 pl /muestra). Para la medicién se utilizé un citémetro de flujo
(Cytotron Absolute, OrthoDiagnostic Systems, Raritan, NJ) y los datos fueron analizados con
el programa WinMDI versién2.8 (Scripps Institute, CA).



Estudios in vivo

e Inoculacién subcutdnea (s.c). Estudios de vacunacién periférica.

Ratones C57Bl/6 y NIH: s nude de entre 8 y 11 semanas de edad fueron provistos en
principio por la Comisién Nacional de Energia Atémica y luego por el bioterio de la Facultad
de Cs. Veterinarias de La Plata, Bs.As. Ratas Sprague Dawley, de 200-240 g, fueron
obtenidas del bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IBYME) Los mismos
fueron inyectados de modo subcutaneo (s.c.) en el flanco derecho del animal, en modo y dosis
descriptas en la seccién de resultados. Para los ensayos con el sistema del gen HSV-tk/GCV,
una semana después de la inoculacion del tumor, se comenzé el tratamiento con GCV, en una
concentracién de 25mg/kg dos veces por dia, en 0,1 ml de solucién salina, de modo
intraperitoneal (i.p). Los animales control fueron tratados con solucién salina sola. Dada la alta
toxicidad de esta cantidad de la droga para ratones nude, éstos fueron inyectados con 15
mg/kg i.p bajo las mismas condiciones. El tamano tumoral fue evaluado midiendo los dos
didmetros perpendiculares con calibre.

..Para los experimentos de vacunacién periférica, ratas Sprague Dawley (obtenidas del
Instituto de Biologia y Medicina Experimental, IBYME, Buenos Aires) fueron inyectadas de
modo subcutaneo (s.c.) una vez por semana, durante tres semanas consecutivas con 1x10°
células C6-IL12 . Animales control recibieron inyecciones s.c de solucién salina y un segundo
grupo control fue inyectado con 1x10° células. C6 s.c para determinar si la célula tumoral
parental es también capaz de generar algin tipo de inmunidad. Las vacunaciones periféricas
fueron realizadas una semana antes o tres dias después después de la inoculacién intracraneal
(i.c) de tumores de glioma C6, segtin el paradigma utilizado (Capitulo 1, seccién 1.11.6).

e Inoculacién intracraneal (i.c). Cirugia estereotdxica.

Para las transferencias intracraneales, se utilizaron alternativamente ratas adultas de la cepa
Sprague-Dawley, que pesaran entre 200-240 g, o ratones C57/Bl (provenientes de la
Comisién Nacional de Energia Atémica, CONEA) de entre 20-35 g. Las ratas fueron
anestesiadas por administracién intramuscular (im) de ketamina (40 mg/kg; Ketalar; Parke
Dauvis, Argentina) y xilazina (2mg/kg ; Rompun®, Bayer Argentina S: A); Para los ratones se
utilizé 1:10 de dichas dosis. Una vez alcanzada la anestesia profunda, los animales fueron
inmovilizados en un marco estereotactico (David Kopf Instruments, Tujunga, CA), y se realizé
una incisién en la piel que cubre el craneo de modo tal de exponer la duramadre. (Figura 7a)
Utilizando un taladro con punta de 1lmm de didmetro, se realiz6 una perforacién a las
siguientes coordenadas: para ratas, 1 mm anterior y 3 mm lateral al Bregma, y 5 mm ventral
(descendiendo desde la dura); para ratones, 1mm anterior y 2 mm lateral del Bregma y 3 mm
ventral de la dura. En ese sitio (que corresponde segtin las coordenadas, a la zona del estriado
del cerebro; Figura 7b) se inocularon las células, en el hemisferio derecho (o en el hemisferio
izquierdo en el caso de desafio contralateral). A efectos de marcar y verificar el sitio de
inyeccién, la técnica se puso a punto con inyecciones de azul de metileno y/o tinta china
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(particulas de carbén). La inyeccién de las células se realizé en las cantidades especificadas en
la seccién de resultados. En todos los casos las células fueron tripsinadas, contadas,
centrifugadas y lavadas en PBS. Se utiliz6 una jeringa Hamilton de 10ul, con aguja de punta
roma, para inyectar la suspensién celular. La cantidad maxima de células que puede ser
inoculadas en el cerebro se estima en relacién al peso del mismo. Una dosis clinica estimada
para pacientes estad en el rango de 1x10° células productoras, lo cual equivale a 7,5x10°
células/gramo de cerebro. El peso del cerebro de las ratas fue estimado en base al peso
corporal utilizando la conversién de 1g de cerebro/100gramos de peso corporal (Kaloss et al.,
1999). En funcién de ello se establecieron los limites méximos de inoculacién de VPCs en
animales. Para el modelo de glioma C6 se inyectaron 4x10* células tumorales (parentales o
modificadas ) en un volumen de 5 ul de DMEM, o bien una mezcla de 4x10* C6 y 5x10°
VPCs en 8 ul de DMEM volumen final. Cuando se inyectaron 1x10° VPCs (VPC-IL12 o
mezcla de dos VPCs distintas) el volumen final de inyeccién se aumenté a 10 pl. Cuando se
inyectaron sélo células productoras, los volimenes fueron los mismos (8ul para un Gnico tipo
de VPC o 10 ul para una mezcla de VPCs). Para el modelo de melanoma murino B16, se
inocularon inicialmente, 4x10? células tumorales (parentales o modificadas) en un volumen de
1 pl de DMEM, o bien una mezcla de 4x10? B16 y 1x10° VPCs en 3 ul de DMEM volumen
final. En todos los casos, las células fueron inyectadas a razén de 1 pl/min de la suspensién. La
aguja fue dejada en el sitio de inyeccién por cinco minutos previo a su retiro, para evitar el
reflujo de liquido. Luego de retirar la aguja, la herida fue cerrada por sutura y desinfectada
utilizando Povidona (Pervinox®). Todos los animales recibieron luego de la cirugia una
inyeccién tnica de dexametasona subcutanea (s.c) (0.05mg/kg; Laboratorios Lamar, S.R.L.,
Argentina) y una inyeccién intramuscular (i.m.) de gentamicina (4 mg/kg; Lumai S.R.L,,
Argentina). Los animales fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de Investigaciones
Bioquimicas, Fundacién Campomar, bajo ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y se les proveyé
agua y comida ad libitum.

Cinco dias después de la cirugia, se inicié el tratamiento con GCV. Los animales fueron
inyectados de modo intraperitoneal (i.p.) con 15mg/kg de GCV, dos veces por dia, en 0,5 ml
(0,1 ml para ratones) de solucién salina , durante 14 dias. Los cerebros fueron fijados por
inmersién en una solucién fresca de 4% paraformaldehido:PBS y procesados para
congelacién o parafina, segin la metodologia a emplear en los estudios posteriores.

® Transferencia de esplenocitos

Para el ensayo preliminar de tranferencia de esplenocitos de animales tratados y desafiados
a animales naive, los animales donantes fueron anestesiados y sacrificados en una campana
de flujo laminar, para conservar las condiciones de esterilidad. Se extrajo el bazo de los
animales y se obtuvieron las células del bazo en medio RPMI. Luego de centrifugar 10
minutos a 2K, las células se resuspendieron en buffer de lisis, para eliminar los glébulos rojos,
y fueron resuspendidas en un volumen adecuado de RPMI suplementado con 10% de suero
fetal bovino. Las células asi obtenidas se plaquearon y se dejaron incubando en estufa de
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cultivo a 37°C y en una atmésfera de 5% CO,/95% aire durante 5 horas. A ese tiempo, los
esplenocitos en suspensién fueron transferidos a una placa nueva y estimulados con
Concavalina A (ConA; 2ug/ul)) por el lapso de 3 dias. Las células adherentes fueron
congeladas y los esplenocitos estimulados, se centrifugaron durante 90 minutos a 2 K y
resuspendidos en 50 ml de RPMI suplementado con suero. Finalmente los esplenocitos
fueron agregados a placas de cultivo de 9 cm conteniendo células tumorales C6, previamente
inactivadas con Mitomicina C. Al dia siguiente las células fueron recuperadas y contadas
para inyectar en los animales recipientes (en las dosis y volimenes establecidos en la seccién
de resultados), o alternativamente, congelados en N, para usos posteriores.

Interaural 10.00 mm

Figura 7. (a) animal inmovilizado en marco estereotaxico; la flecha indica el “bregma” (b) area del
cerebro correspondiente al sitio de inoculacién segun las coordenadas establecidas (Atlas de Paxinos).

e Tratamiento de tumores establecidos y desafio con células parentales.

Para el tratamiento de tumores establecidos de glioma, los animales fueron primero
inoculados esterotaxicamente con las células tumorales tal como se describié previamente
Tres, cinco, y diez dias después de la inyeccién de las células tumorales, los animales fueron
sometidos a una nueva intervencién i.c. donde se les inyectaron las distintas células
productoras de retrovirus (seglin se especifica en la seccién de resultados), en las mismas
coordenadas estereotaxicas de inoculacién del tumor inicial. En aquellos animales que fueron
capaces de rechazar un tumor inicial, se realizaron desafios con células tumorales parentales
en el hemisferio contralateral, siguiendo la metodologia descripta. Los desafios se realizaron
siempre entre 60-65 posteriores a la inoculacién inicial del tumor.

e Protocolo de observacién de animales

Los animales fueron chequeados diariamente en el desarrollo de sintomas asociados con la
progresién del tumor intracerebral implantado. Se evaluaron, segin el tipo de experimento:
1) volumen de tumor intracerebral; 2) tiempo de sobrevida de los animales. Para la
evaluacién de la inhibicién del crecimiento tumoral, se procedié al estudio histolégico de los
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tejidos cerebrales. Para los estudios de supervivencia, se fijé6 como tiempo final la aparicién
de hemiplejia y el estado moribundo o incapacidad para comer o tomar liquido por parte del
animal. En este caso, se procedidé a sacrificar a los animales, en el caso de ser animales
controles, o animales tratados con el objetivo de realizar estudios histolégicos. Para la
supervivencia a largo plazo, se fijo cémo tiempo de terminacién del experimento 60-90 dias
posteriores a la inoculacién inicial del tumor

e Ensayos de transferencia in vivo con células GP+E+EGFP

En esta serie de ensayos, se inocularon 4x10* células C6 con células productoras de
retrovirus (5x10°) portando el gen reportero de la proteina verde fluorescente, GP+E+EGFP
en el estriado de ratas Sprague -Dawley. Las inoculaciones de células se realizaron siguiendo
la metodologia descripta vy la inyeccién de las células productoras se realizé tanto sobre
tumores incipientes (co-inoculacién), como sobre tumores establecidos de 3 y 5 dias. Con el
objetivo de analizar la eficiencia de transduccién in vivo de células productoras sobre tumores
de distinto tamaros, asi como también para identificar el tipo de células que son blanco
potencial de dicha infeccién, los animales fueron sacrificados a distintos tiempos 83, 7 y 14
dias) luego de la implantacién de las células . Los animales fueron sacrificados segin se
describe en la siguiente seccién, para realizar cortes de tejido por congelacién. Con el
objetivo de diferenciar las células productoras de las tumorales que se infectan in vivo, las
células C6 fueron pulsadas previamente in vitro con bromodeoxiuridina (BrDU, Sigma).
Para ello, se adicioné BrDU (cf: 20 uM) a placas semi confluentes de células C6, 48 horas
antes de la implantacién. Las distintas distintas poblaciones celulares fueron identificadas por
un ensayo inmunohistolégico de doble marcacién y evaluadas por microscopia confocal.

e Histopatologia e Inmunohistoquimica

Los animales que recibieron una inoculacién intracraneal de células tumorales y/o VPCs,
fueron anestesiados y sacrificados por decapitacién en guillotina (previa perfusién si fuera
necesario), al tiempo de aparicién de sintomas neuroldgicos, o al final de cada experimento.
En el caso de tratamiento de tumores i.c. se chequed la presencia de tumores visibles a nivel
macroscopico. Para el procesado por parafina, los cerebros fueron disectados y cortados en
forma sagital a la altura del sitio de inoculacién. Los cerebros fueron post-fijados por
inmersién en 4% paraformaldehido: PBS, y toda el &rea de inyeccién embebida en parafina.
Para cortes por congelacién, los animales fueron perfundidos con 200 ml de solucién salina
heparinizada (5000U/1} y 100 ml de 4% paraformaldehido: PBS. En este caso, los cerebros
fueron post-fijados por 3 horas, por inmersién en paraformaldehido 4% vy saturados en
sacarosa al 20 % por 48 hs para su criopreservacién. Finalmente el tejido fue embebido en
OCT (Miles, Elkhart, Ind.), congelado en isopentano/hielo seco, y guardado a —-70°C hasta el
momento de realizar el procesamiento histolégico. De rutina se realizaron cortes coronales
seriados de 5 um los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y eosina, cresil violeta y luxol
fast blue para tincién de mielina.



35 MATERIALES Y METODOS

La tincién inmunohistoquimica fue realizada sobre secciones de 6-10 um de espesor, para
identificar las subpoblaciones de células inflamatorias vy la expresién de MHC intracranial.
Los siguientes anticuerpos primarios monoclonales fueron utilizados: ED1/11 para identificar
macréfagos, MRC OX-19 para células mononucleares CD5, MRC OX-8 para CD8+, W3/25
para CD4+, 3.2.3 para células NK, OX-18 para moléculas MHC clase | y MRC OX-17 para
moléculas MHC clase II. Todos los anticuerpos fueron comprados a Serotec, UK.y usados en
una dilucién 1:100. Las células polimorfonucleares (PMN) fueron identificadas con el
anticuerpo monoclonal rata HB199 (dil. 1/250) gentilmente provisto por el Dr. Hugh N.
Perry; Univ.Of Oxford, U.K.).

Para el procesado por parafina, las secciones fueron inicialmente desparafinadas a través de
dos pasajes por xileno, post fijadas en paraformaldehido vy lavadas con PBS, mientras las
secciones por congelaciéon se dejaron secar al aire. En ambos casos los cortes fueron post-
fiiados en paraformaldehido. Para eliminar la peroxidasa enddgena, los cortes fueron
incubados por 30 minutos en 1% H,0O, en metanol, y rehidratados por pasajes sucesivos por
alcoholes de grado decreciente. Después de bloquear con 10% de suero de cabra normal
(Sigma), por 15 minutos a temperatura ambiente, los cortes fueron incubados durante 16
horas a 4°C con el anticuerpo primario especifico, diluido en PBS. En todos los casos, se
utilizaron controles con PBS en lugar del primer anticuerpo. Los cortes fueron lavados 5
minutos en PBS, incubados por 30 minutos con el anticuerpo secundario biotinilado (IgG de
cabra anti-conejo para anticuerpo primario policlonal y cabra antiratén para anticuerpo
primario monoclonal; Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove,
Pennsylvania, dil 1:500). Luego de otro lavado con PBS, las secciones fueron incubadas por
90 minutos con el reactivo ABC (estreptavidina y peroxidasa biotilinilada) de Vectastain elite,
y la reaccién revelada usando el cromogéno DAB (diaminobencidina) (Vectastain, Vector
Laboratories). Las secciones fueron lavadas con agua destilada, contrateriidas con
hematoxilina (Miles, Elkhart, Ind.)-eosina, deshidratadas a través de alcoholes crecientes y
xilenos, y montadas.

Para la deteccién de INOS (Sintetasa de oxido nitroso inducible), se utilizé el anticuerpo
monoclonal (AcMo) macNOS especifico para la region de aminoécidos 961-1144 de
macNOS murino (Transduction Lab, dilucién 1:300) v se siguié el mismo procedimiento
descripto, pero utilizando PBS-0,1%Tritén X-100 en los lavados. Como control negativo de
la inmunohistoquimica se preadsorbié el anticuerpo primario con lisado de macréfagos,
previamente estimulados con IFNy y LPS (Transduction Lab.Uk).

Para las inmunohistoquimicas por doble marcacién de BrDU/EGFP se realiz6 una técnica de
“free-floating”. Se obtuvieron cortes de 30 um de espesor, los cuales fueron guardados a -
20°C en una solucién de criopreservacién (conteniendo glicerina, etilenglicol, y buffer fosfato
0,1IM en relacién 1:1:2). Los cortes fueron lavados en 0.1M TBS (Tris buffer salino), en
agitacién, durante 5 minutos. A continuacién los cortes fueron incubados con formamida al
50% a 65°C por 2 horas en agitacién, con un lavado posterior en SSC 2x durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Luego, los cortes fueron incubados en HCl 2N a 37°C por 30
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minutos, y se realizaron lavados en Buffer Borato 0,1M por 10 minutos a temperatura
ambiente, y en TBS durante 90 minutos, con seis cambios. Enseguida, se realiz6 el bloqueo en
4% suero normal (2% suero normal de burro y 2% suero normal de cabra; ambos de Sigma),
en TBS (TBS+++), durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los cortes fueron
incubados con los anticuerpos primarios (anti BrdU: 1:100, Boerhinger; conejo anti
GFP:1:700; Molecular Probes) ambos resuspendidos en TBS+ + +, a 4°C durante 24 horas,
en agitacién. Al dia siguiente se realizaron 5 lavados de 10 minutos en TBS y 3 lavados en
TBS+++ y los cortes se incubaron con anticuerpo biotinilado cabra-anti conejo (1:250;
Jackson InmunoResearch Laboratories, Inc.) durante 2 horas, con 3 lavados posteriores en
TBS. Finalmente los preparados se incubaron en oscuridad, con los reactivos secundarios —
Str-Cy2 (1:500; Amersham) y burro anti -ratén unido a Cy3 (1: 250; Jackson
InmunoResearch Laboratories, Inc.) ambos diluidos en TBS, durante 2 horas a temperatura
ambiente. Se repitieron 3 lavados de 10 minutos en TBS y se dejaron lavando 1-2 horas mas
en TBS para disminuir el background. Las secciones “free-floating, fueron montadas en
portas con doble gelatina, y una vez secas se montaron con Fluorsave® (Calbiochem) y
fueron observados y analizados en un microscopio confocal (LSM510 de Weiss).

e Método de Luxol fast blue/cresyl violeta para tincion de mielina (Kluver-
Barbera)

Los preparados fueron hidratados en alcohol 95% vy tefiidos con solucién de luxol fast blue
(1g luxol fast blue MBS; 5 mls de &cido acético y 1 litro de alcohol 95%) durante 2 horas a
60°C o preferentemente toda la noche a 37°C. Al dia siguiente los preparados son lavados en
alcohol 95% y enjuagados en agua destilada. Posteriormente se procedié a la diferenciacién
en 70%etanol durante 30-60 segundos. Luego de enjuagar en agua destilada, se observé al
microscopio, repitiéndose los tres pasos anteriores hasta observar una clara distinciéon entre
sustancia blanca y gris. Los ntcleos deben carecer de color y la mielan presentar un color
turquesa en un fondo azul/gris pélido. Luego de la tincién especifica, se procede a una tincién
con cresyl violeta (0,1% en 1% &cido acético) durante 10 minutos y lavados en etanol 70%.
Los preparados fueron sometidos a diferenciacién en etanol 70% hasta que sélo los nicleos y
la sustancia de nissl adoptaron un color pirpura. Inmediatamente, se procedié a enjuagar en
alcohol 100% y montar.

e Método de Hanker Yates para el establecimiento de la permeabilidad de la
Barrera hematoencefdlica.

Treinta minutos antes del sacrificio, los animales recibieron una inyeccién endovenosa (por
la cola, utilizando una aguja butterfly) de 10°U/kg de peroxidasa (Peroxidasa Tipo II; 104
U/mg; o Tipo VI-A; 300U/mg, Sigma Chemical Co. St. Louis, USA) como trazador de
permeabilidad de barrera. Los animales fueron luego perfundidos con solucién salina
heparinizada, y los cerebros congelados inmediatamente sobre hielo seco y conservados a —
70 °C. Se realizaron cortes coronales de 25 um de espesor, en cridstato, y se dejaron secar al
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aire, con post-fijaciéon por 10 minutos en solucién de Kamovsky (1,25% glutaraldehido y
1,25% p-formaldehido). La peroxidasa fue localizada por un método modificado del
protocolo de Hanker Yates (Perry and Linden, 19823). Brevemente, los cortes fueron
lavados 2 veces en PBS-Tritén durante 5 minutos y se pre-reaccionaron en solucién
CC/ANS/HY (0,6 grs CC(cloruro cobalto), 0,4grs ANS (amonium nickel sulfato), 100 mls de
agua destilada y 50 mls de solucién HY durante 10-15 minutos. Luego se realizé la reaccién
en solucién de H-Y (100mls buffer cacodilato, 100mgrs catecol, 50 mg p-fenilenediamina)
con agregado de 1-2 gotas de H,O, /100 mis, durante 10-30 min hasta tincién. Finalmente
los preparados fueron lavados 2 veces en pbs-tritdn, deshidratados a través de alcoholes
crecientes y xilol, y montados en Histoclear. Toda la reaccién anteriormente descripta fue
realizada completamente en material de vidrio. [Buffer fosfato pH 7,2-7,4; -Sol A. 42,8
gramos de cacodilato de sodio /litro; -Sol B 17,22 mls de HCI concentrado en 1 litro de agua
(0.2 N final)].

¢ Obtencién de ARN y andlisis por Northern blot.

El ARN total fue preparado por el método de Chomczcynsky y Sacchi ((Chomczynski and
Sacchi, 1987)), o altemativamente utilizando el reactivo comercial Trizol (GIBCO, BRL),
fraccionado por electroforesis en geles de agarosa 1% y transferido a membranas de nylon
(Hybond N, Amersham). La cantidad e integridad del ARN fue confirmada después de la
transferencia por tincién de la membrana con azul de metileno. Después de fijar el RNA a las
membranas con radiacién UV, las mismas fueron hibridizadas con sondas marcadas con 2P
por random priming (10°%pm/ml) en presencia de 50% formamida a 42°C. Las membranas
fueron lavadas dos veces (15 minutos cada vez) con 2XSSC, 0.1%SDS a temperatura
ambiente y cuatro veces por 15 minutos, a 55°C en 0,1X SSC y 0,1%SDS ((Sambrook et al.,
1989a)) y expuestas a placas autoradiograficas. Para detectar la expresion del gen de timidina
kinasa del herpes virus (HSV-tk, se usé como sonda un fragmento de cADN de 545pb
obtenido del vector pBabe pAGO, por corte con Smal y Sacl, y se uso como sonda de
control de expresién endégena una sonda correspondiente al RNA ribosomal 18s.

e Tratamiento con Dnasa. Sintesis de ADNc

Cuando fuera necesario, previo a la sintesis de ADNc, las muestras de ARN fueron tratadas
con DNAsa. Para ello, 10-50 ug de ARN fueron incubados con 1.5U (1.5 ul) de DNAsa ISQ
(Promega) en un volumen final de 20 pl a 37°C por 10 minutos. La DNAsa fue inactivada por
incubacién de las muestras a 75 °C por 10 minutos .

Para la sintesis de ADNc, 10 ug de ARN fueron incubados con la cantidad necesaria de
primers reversos especificados (ver seccién resultados), en un volumen final de 12 pl a 65°C
por 10 minutos, y transferidos rapidamente a hielo. Se agregaron 8 ul de mezcla de reaccién
conteniendo 2 ul DTT 0.1M, 1ul dNTPs 10mM, 4 ul Buffer de reaccién 5X (Gibco BRL) y 1pul
de transcriptasa reversa (Superscript I 1U/ul, Gibco BRL). Las muestras fueron incubadas a
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42°C por 90 minutos y la reaccién se detuvo por incubacién de las mismas a 95°C por 10
minutos. Se utilizaron 2-4 pl de la mezcla de reaccién para los ensayos de PCR.

e Purificacién de los ADNc para los ensayos de PCR

Se preparé una columna de retencién en jeringa de 1ml con lana de vidrio y Sephacril- 400,
equilibrada en 150mM CINa. Inicialmente, la columna fue centrifugada durante 1minuto a
1000 K para compactar la columna; luego se realizaron sucesivos agregados de 100 ul de
150mM NaCl y posterior centrifugacién a 1000K hasta que el volumen eluido igualara 100 pl.
En ese momento, se agregé la muestra a purificar (en un volumen final de 100pul) y se volvié a
centrifugar durante 1 minuto en iguales condiciones. El ADNc “limpio”, fue purificado por
técnica estandar de precipitacion de acidos nucleicos con Acetato de sodio y etanol; lavado
con Etanol 70%, secado y resuspendido para su utilizacién en ensayos de PCR.

e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La secuencia de los “primers” disefiados y utilizados para las distintas aplicaciones de esta
técnica (expresién de IL-12 murina por células transfectadas con plasmidos con promotor
inducible, construccién del mini gen inducible por hipoxia); se detallan en la seccién de
resultados.

La reaccién de amplificacién se llevé a cabo en buffer de reaccién conteniendo Tris: HCI 10
mM pH 8,3, KCI 50mM, MgCl, 1,5 mM, dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 200 uM, Primers
0,5 uM cada uno, Taq Polimerasa (Gibco, BRL) 40U/ml (concentraciones finales). Cuando se
realizé alguna modificacion en estos pardmetros, la misma se detalla en la seccién de
resultados pertinente.

Los productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% -2%
(seglin tamario del fragmento esperado) conteniendo Bromuro de Etidio.

o Anidlisis estadistico

Para el anélisis estadistico de los resultados provenientes de los ensayos in vivo e in vitro, se
utilizaron el test de Student, el anélisis de varianza (ANOVA) y el test para miiltiples
comparaciones de Tukey-Kramer (GraphPad InStat software V2.02)

Los datos de sobrevida de los animales con tumores de cerebro fueron presentados como
graficos de Kaplan-Meier y se aplicé el log rank test para anélisis estadistico no paramétrico
(GraphPad Prism software V3.02).

En los estudios de expresién génica regulada, vy cuantificacién de células del sistema inmune,
los resultados fueron analizados y presentados utilizando Microsoft Excel 98 software para
estadistica descriptiva, ensayos de correlacién y test t de Student para analisis de datos de 2
muestras con varianza desigual.
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CAPITULOQO 1. Estudio del efecto del sistema del gen suicida HSV-tk /GCV sobre la
inhibicion del crecimiento tumoral. Combinacién con citoquinas para el
tratamiento de tumores de cerebro.

1.1. Construccién de retrovirus recombinantes, establecimiento de lineas celulares

productoras de retrovirus, y caracterizacion in vitro del sistema.

Uno de los objetivos iniciales del presente trabajo consistid, tal como se mencioné
anteriormente, en la construccién y caracterizacién de un sistema propio de transferencia de
genes terapéuticos, para una eventual transferencia a la clinica. Los trabajos estuvieron
orientados a estudiar y caracterizar la eficacia antitumoral del sistema del gen suicida (HSV-
tk/GCV). Para ello, fue necesaria la obtencién de células “terapéuticas” productoras de
retrovirus que pudieran ser utilizadas para la infeccién in vitro e in vivo de células tumorales.
Si bien existen dos estrategias diferentes para la preparacién de retrovirus, la utilizada “a
priori en nuestro trabajo, fue la de la “transfeccion de células murinas empaquetadoras
anfotrépicas GP-Am12+env (Markowitz et al., 1988), con los vectores conteniendo los genes
terapéuticos de interés. Por lo tanto, la primera etapa consistié en el clonado de genes en el
vector retroviral, la obtencién de las células productoras, y su caracterizacién en cuanto a su
capacidad de transferir efectivamente los genes de interés, tanto in vivo como ex vivo.

1.1.1.Produccién por ingenieria genética de vectores retrovirales conteniendo los
genes de interés.

En una primera etapa se construyeron los vectores retrovirales pBabepAGO (conteniendo el
gen de HVS-tk) y pBabemlIL-12 (conteniendo el gen de interleuquina 12 murina), tal como
se describié en materiales y métodos. Las contrucciones obtenidas se muestran en la Figura
1.1. En ambos casos, los genes fueron subclonados en el vector retroviral deficiente para la
replicacién, pBabeNeo, por lo cual las selecciones posteriores de las células modificadas
fueron realizadas con geneticina(G418). El vector pBabeNeo fue también utilizado como
pladsmido control en ensayos subsiguientes.

Asimismo, se contaba con vectores retrovirales conteniendo genes reporteros de B-
Gal(pBabeB-Gal) y EGFP (MFG-GFP). El vector MFG, es un vector simplificado que no
contiene marcador de seleccién (Dranoff et al., 1993)
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Figura 1.1. Esquema de los vectores retrovirales pBabepAGO (a) y pBabemlIL12 (b). Las
estrategias utilizadas en su contruccion se describen en la seccién materiales y métodos. En estos vectores
el promotor del 5° LTR, transcribe el gen insertado, y un promotor interno de SV40 se utiliza para la
expresién de la resistencia a drogas (neomicina). La secuencia dadora de splicing estd mutada (SD-) para
evitar activar aceptores cripticos en el cADN foraneo. Para aumentar el titulo viral, se incorporé un cassete
gag con el ATG mutado (Morgenstern and Land, 1990)

1.1.2.0btencién de células productoras de retrovirus. Clonado. Caracterizacion.
Infectividad in vitro e in vivo.

La metodologia a seguir consisti6 en la transfeccién estable de células murinas
“empaquetadoras” GP-Am12+env (denominadas genéricamente VPCs), con el plasmido
retroviral pBabepAGO, tal como se describe en materiales y métodos. Estas células fueron
seleccionadas in vitro en presencia del antibiético de seleccién G-418 y se seleccionaron los
clones resistentes para los estudios posteriores. Las células fueron denominadas VPC-tk y son
las responsables de producir retrovirus portadores del gen HSV-tk.

En la figura 1.2 se muestra la sensibilidad a ganciclovir de las VPC-tk. Se puede observar
que la expresién del gen HSV-tk vuelve a las células GP-AM12+env, habitualmente resistentes
al GCV, sensibles a la mencionada droga. Esto permite concluir que la construccién del vector
pBabepAGO fue correcta y es capaz de sensibilizar a las células que lo contienen, a la droga
antihérpetica.

En la siguiente etapa, se realizé6 un clonado por dilucién de estas VPC-tk, a los efectos de
seleccionar clones que expresen distintos niveles de HSV-tk y muestren sensibilidad variable al
GCV. De este clonado se seleccionaron 15 clones, que fueron chequeados en su sensibilidad a
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GCV, tal como se muestra en la figura 1.3. A partir de este estudio se seleccionaron los
clones IA, IC, IIC y IID. Estos 4 clones fueron juntados para su utilizacién en posteriores
estudios in vitro e in vivo. A este pool de clones se lo seguird denominando VPC-tk, en los

ONIH 3T3
| BVPCTK |

siguientes ensayos

|
|

CELULAS VIVAS (%)

0 0.005 0.05 0.5 5 50
CONCENTRACION GCV (uM )

Figura 1.2. Efecto “in vitro” del ganciclovir (GCV) sobre células VPC-tk. Se realizaron ensayos de
citotoxicidad a GCV segun metodologia descripta (materiales y métodos). En este caso, los experimentos
fueron finalizados 120 horas después de iniciados y el medio de cultivo con GCV fue reemplazado cada 48
horas. Se utilizaron como controles las lineas sin transfectar GP-Am12+env o NIH3T3. Esta Ulltima es la
linea parental a partir de la cual se produjeron las GP-Am12+env ((Markowitz et al., 1988)). En la figura se
presentan los datos correspondientes a células NIH3T3, ya que no hubo diferencias entre ambos controles.
Se muestra un experimento representativo de tres.
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Figura 1.3. Sensibilidad in vitro a GCV de clones de células empaquetadoras de retrovirus
portando el gen HSV-tk, VPC-tk. Los clones fueron crecidos en medio HXM+higromicina+G418 a 1 mg/ml
durante dos semanas. La concentracion de G418 se aumentd hasta 1,3 mg/ml y los clones resistentes,
fueron testeados por ensayos de citotoxicidad a GCV.

1.1.3.0btencion de células tumorales modificadas genéticamente (C6, B16, LES).
Sensibilidad a Ganciclovir.

Se evalué la utilidad de las células productoras de retrovirus como vehiculos de transferencia
génica, y la expresiéon del gen transferido en células tumorales infectadas. Inicialmente se
realizaron ensayos de transduccién in vitro con medio condicionado provenientes de células
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VPC-Bgal y GPE+E-EGFP para infectar las dichas células blanco. En todos los casos las
células mostraron expresion de los genes reporteros a partir de las 48-72 horas posteriores a la
infeccién (Figura 1.4a y b). La morfologia de las células transducidas no se vio modificada
por la transduccién con ninguno de los genes testeados (Figura 1.4 c y d). Estos ensayos no
s6lo corroboran la produccién de particulas virales por las células productoras, y su capacidad
de transducir células tumorales in vitro; sino que también confirman la eficiencia del método
utilizado para la infeccién (ver materiales y métodos).

Para la puesta a punto y la determinacién del titulo viral, se realizaron transducciones sobre
células NIH3T3. Tanto en estas células como en las tumorales, el titulo de infectividad de los
retrovirus recombinantes fue del orden de 1x10° u.f.c., tanto para las VPC-tk como para VPC-
Bgal.

El paso siguiente fue determinar si la introduccién del HSV-tk vuelve a las células tumorales
sensibles a la muerte por GCV, luego de ser “transducidas” con los retrovirus producidos por
VPC-tk.

Se transdujeron tres lineas celulares tumorales diferentes:

a) células de melanoma humano IIB-MEL-LES. Estas células sélo dan tumor en ratones
inmunosuprimidos

b) células de melanoma murino B16, que serviran como modelo de metastasis cerebral en
animales inmunocompetentes.

c) células de glioma de rata C6, utilizadas como modelo de tumor primario de cerebro por
implantacién estereotaxica en ratas inmunocompetentes.

Luego de la transduccién con el gen terapéutico HSV-tk las células fueron seleccionadas en
presencia de geneticina (G-418), y aquellas células resistentes fueron expandidas en cultivos
obteniéndose asi las lineas celulares de tumores expresando el HSV-tk, denominadas LES-tk,
B16-tk y C6-tk respectivamente.

En un principio los ensayos de citotoxicidad a GCV sobre células LES-tk, mostraron una
inhibicién de no méas del 40% de crecimiento celular a la mayor concentraciéon testeada de
50uM, mientras a una concentracién de 5uM, el efecto promedio de inhibicién fue sélo del
20%. Algo similar ocurrié con la linea de glioma de rata C6 expresando el gen HSV-tk, la cual
mostré muy poca sensibilidad al GCV. Por lo tanto, se decidié iniciar un clonado por dilucién
de las células a fin de aislar clones sensibles. Se obtuvieron asi varios clones de cada linea con
diferente sensibilidad al GCV. Estas diferencias surgen de los diferentes niveles de actividad de
HSV-tk en cada uno de ellos.

En la figura 1.5a, puede observarse que de quince clones de B16 resistentes a G418
testeados, 12 se mostraron sensibles a 50 uM GCV. Uno de ellos, el clon IA, denominado en
adelante, B16-tk fue seleccionado para estudios posteriores (<10 % de células viables a 5 uM
GCV). Quince clones de C6 resistentes a G418 fueron testeados. En la figura 1.5 c, se
muestran 9 de ellos, de los cuales el clon C-5F (C6-tk en adelante) mostré la mayor
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sensibilidad y fue seleccionado para posteriores estudios(<10% de células viables a 50 uM
GCV). Finalmente, se testearon 42 clones resistentes a G-418 derivados de [IB-MEL-LES.

La figura 1.5b muestra 9 de dichos clones sensibles a 50 uM GCV. El clon L-1G,
denominado LES-tk, fue seleccionado para estudios posteriores (< 15% células viables a 50
uM GCV).

De este modo, demostramos que el vector retroviral construido es eficiente en la transferencia
in vitro del gen HSV-tk, y que el sistema utilizado permite la eliminacién in vitro de células
tumorales modificadas. Los clones mencionados fueron aislados y usados para posteriores
experimentos in vitro e in vivo.

Figura 1.4.Ensayo de transduccién in vitro de células de glioma de rata C6, utilizando medio
condicionado de células productoras de retrovirus GP+E-EGFP (a y b) o VPC-tk (c y d). La foto (a)
muestra la micrografia de fluorescencia de células transducidas y expresando el transgen reportero. En la
foto (b) se observa el mismo campo fotografiado en campo claro. Tampoco se observaron cambios en la
morfologia de la célula tumoral C6 (c) cuando las mismas fueron modificadas con el gen HSV-tk (d).
Magnificacién: 20x.
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Figura 1.5.Sensibilidad in vitro a GCV de clones de a)células de melanoma murino B16; b) melanoma
humano IIB-MEL-LES y c) glioma de rata C6, expresando el gen HSV-tk. Los clones inicialmente
seleccionados por su resistencia a geneticina, fueron expandidos y testeados en un ensayo de citotoxicidad
sin GCV (barras punteadas) y con 50 uM GCV (barras llenas).

1.1.4. Anadlisis in vitro del efecto bystander

Se realizaron estudios tendientes a verificar la potencia del efecto “bystander”, por el cual,
en presencia de GCV, se produce no sélo la muerte de células tumorales conteniendo el gen
HSV-tk, sino también de aquellas células que no contienen dicho gen (Moolten, 1994; Pope et
al., 1997, Freeman et al., 1993). En este estudio, células parentales C6 y C6-tk, fueron
mezcladas en diferentes proporciones. Las células fueron plaqueadas en placas de 96 pocillos,
dos densidades distintas (1x103 y 5x10° células totales/pocillos). A las 24 horas se inici6 el
tratamiento con GCV, cambiando el medio por medio fresco més droga de seleccién, cada 48
horas, durante 5-6 dias. Cuando las células se plaquearon en la mayor densidad, las mismas
estaban en contacto directo con las células vecinas, y sélo la presencia de un 25% de células
C6-tk fue necesaria para eliminar mas del 85% de la poblacién celular total (figura 1.6).
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Cuando las células se plaquearon a la menor densidad, se encontraban separadas entre si, sin
contacto con las células vecinas, al momento de iniciarse el tratamiento con GCV. Bajo estas
condiciones no se observd muerte por efecto “bystander”. Se realizaron también estudios
comparativos con células LES-tk y B16-tk, los cuales no mostraron efecto bystander, a
ninguna densidad testeada, aunque dichos clones habian mostrado una sensibilidad a GCV
similar a las células C6-tk. En realidad, las células B16-tk fueron completamente eliminadas
con una concentracién final de 5 uM GCV.
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Figura 1.6. Efecto bystander in vitro. Muerte de células parentales de glioma C6 por efecto de
células C6-tk, luego del tratamiento con GCV. Células C6-tk fueron mezcladas con células C6 en
distintas proporciones, tal como se muestra en la figura. Las células plaqueadas a una densidad de 5x10°
células por pocillo en placa de 96 pocillos, fueron expuestas a GCV durante 6 dias, tal como se describe en
materiales y métodos. Aqui se muestra un experimento representativo, de medicion de efecto bystander.

1.11. Estudios in vivo.

1.11.1.Ensavyos in vivo a corto plazo: inhibicion del crecimiento tumoral.

En vista de la susceptibilidad observada in vitro para los tumores expresando HSV-tk,
estudiamos el efecto terapéutico del gen suicida de timidina kinasa/GCV, en ensayos
in vivo, en los diferentes modelos tumorales mencionados.

e Estudios in vivo en el modelo de melanoma humano IIB-MEL-LES

Para establecer la eficacia terapéutica del sistema sobre el modelo de melanoma humano IIB-
MEL-LES, las mismas fueron co-inyectadas en ratones nude con células VPC-tk. En uno de
los experimentos, seis ratones por grupo fueron inyectados con 3x10° células parentales
mezcladas 1:1 con células vpc-tk. Como control se usaron las mismas cantidades de células
[IB-MEL-LES co-inyectadas con células VPC-f-gal, con el objeto de utilizarlo como control.
Otro control utilizado fue la inyeccién de células VPC-tk solas, sin tratamiento posterior con
GCV, con el objeto de verificar si la sola expresién del gen afectaba el crecimiento tumoral.

La figura 1.7 , muestra que luego del tratamiento i.p con GCV, el tamano promedio del
volumen tumoral en ratones control, al cabo de de 20 dias fue (0.45 + 0.05 cm®), mientras en
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el grupo co-inoculado con IIB-MEL-LES y VPC-tk, se observa una clara inhibicién de la
tumorigenicidad con }un tamano promedio de 0.05 * 0.02 cm® (promedio *+ desvio
standard; p < 0,001 comparado con los controles). Al mismo tiempo, ratones inoculados con
VPC-tk sin posterior tratamiento con GCV mostraron un volumen tumoral promedio de 0.04
+ 0.02 cm®. Sin embargo, al final del experimento, 48 dias luego de la inyeccién de las células
tumorales, las células conteniendo el gen HSV-tk retomaron el crecimiento, alcanzando un
volumen tumoral promedio de 2.1 + 0.3 cm® comparado con el tamario tumoral promedio
del control de 3.9 = 1.6 cm®. Un estudio histolégico e inmunohistoquimico de los tumores de
animales co-inoculados con células [IB-MEL-LES y VPC-tk, utilizando anticuerpos contra los
antigenos de melanoma HMB45 y S100, mostré la presencia de ambos tipos celulares. La
capacidad de las células VPC-tk de crecer en ratones atimicos una vez que se les retira el
tratamiento con GCV, es apoyada por el hecho de que cuando se inyectan células VPC-tk
solas sin tratamiento posterior con GCV, éstas consiguen crecer en ratones atimicos,
alcanzando un volumen tumoral promedio de 2,6 = 0.99 cm® al final del experimento.
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Figura 1.7. Estudios in vivo sobre el modelo de melanoma humano IIB-MEL-LES. Ratones atimicos,
fueron inoculados s.c., con una dosis de células tumorigénica de 3x10° células IIB-MEL-LES, mezcladas en
partes iguales con células VPC-tk o VPC-Bgal. Animales controles fueron inoculados con VPC-tk solas.

e Estudios in vivo en el modelo de melanoma murino B16.

El crecimiento in vivo de células B16-tk fue primero establecido por inoculacién de 1.5x10°
células B16-tk s.c en el flanco de ratones singeneicos C57Bl/6. Uno de los grupos fue tratado
diariamente GCV dos veces por dia, mientras el grupo control recibié el mismo volumen de
solucién salina. Un segundo grupo usado como control consistié en ratones inoculados con
células parentales B16 tratadas con GCV. Ratones inyectados con B16-tk y tratados con GCV,
no desarrollaron tumor, mientras que los otros dos grupos mostraron tumores mayores de 1.5
cm?® al dia 30 (p<0.01) (Fig. 1.8 a).

Luego establecimos la eficiencia de transferencia in vivo del gen HSV-tk a células de
melanoma murino, utilizando células VPC-tk productoras de retrovirus. Para ello, los ratones
fueron inyectados en forma s.c. con mezclas de células tumorales y VPC-tk, seguido de
posterior tratamiento con GCV. La Figura 1.8b muestra una diferencia significativa en el
volumen tumoral promedio de ratones tratados con GCV comparados con los ratones que
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recibieron solucién salina (p<0.01). Cinco animales co-inoculados con células B16 y VPC-
Bgalactosidasa (B-Gal) y tratados con GCV, desarrollaron tumores de tamano similar a los
observados en animales co-inoculados con B16 y VPC-tk y tratados con salina . Por lo tanto,
la sola expresion del gen HSV-tk o de un marcador génetico, no fue capaz de inducir rechazo
tumoral, cuando no estaba combinado con el GCV.

| —e—B16+ VPC-tk +GCV
[—.— B16+ VPC-tk + CiNa|

VOLUMEN TUMORAL (cm3)
[N

DiAsS

w

—&— B16-tk+CiNa
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| | —a—B16-tkeGCV

d
o

n

VOLUMEN TUMORAL (cm3)
P

Figura 1.8. Efecto in vivo de la terapia HSV-tk/GCV sobre crecimiento de células de melanoma
murino B16. (a) 1.5x10° células B16 o B16-tk en 0.1 ml de PBS, fueron inoculados en el flanco derecho de
ratones singeneicos C57BI/6. (b) 1.5x10° células tumorales B16 fueron co-inyectadas con 9x10° células
VPC-tk. En ambos casos , las células se dejaron crecer por 7 dias, y luego se comenzé el tratamiento con
GCV i.p 25 mg/kg dos veces por dia, durante 7 dias. Los animales del grupo control, recibieron el mismo
volumen de solucidén salina. El tamafio tumoral, fue determinado tal como se describe en materiales y
métodos. Cada punto representa el promedio + desviaciéon standard.

e Estudios in vivo en el modelo de glioma de rata C6

Los datos anteriores demostraron que el sistema desarrollado era capaz de sensibilizar a dos
modelos experimentales de melanoma diferentes, a la citotoxicidad por GCV, luego de la
transduccién in vivo con el gen HSV-tk. Sin embargo, también se muestra que la eficiencia del
sistema en ambos casos es limitada, dado que todos los animales desarrollaron tumores, tanto
de melanoma murino como humano.

Para un estudio més detallado de los mecanismos involucrados en el rechazo tumoral, luego
de la utilizaciéon de la terapia suicida, se realizaron estudios adicionales con el modelo de
glioma de rata C6.

Se estudi6 el efecto sobre el crecimiento tumoral de la transduccién directa in vivo o la
inoculacién de células modificadas ex-vivo para expresar el mencionado transgen, en tumores
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inoculados de modo intracraneal. Para ello inyecté el glioma de rata C6 en el estriado cerebral
de animales inmunocompetentes, mediante la utilizacién de la técnica de cirugia estereotaxica.

Estudio preliminar de crecimiento intracraneal de tumores C6. Crecimiento in vivo
y caracteristicas histolégicas.

El procedimiento de implantacién de células por cirugia estereotaxica fue bien tolerado, con

una incidencia de crecimiento tumoral cercana al 100%.
En primer lugar, se determiné la capacidad del modelo utilizado de formar tumores i.c, asi
como la velocidad de crecimiento de las células de glioma C6. La supervivencia promedio de
los animales fue de 24 + 5,7 dias (Figura 1.9a). Se observé el tamario tumoral a distintos
tiempos post-inoculacién del tumor, mostrando un crecimiento exponencial que llega a un
area tumoral promedio de 5,4 + 3,3 mm? a los 10 dias del tumor comparado con un tamafio
de 0,74 + 0,3 mm? a los 3 dias del tumor (Figura 1.9b). Tal como se observa en la
Figura 1.9¢c, a los 10 dias, el tumor ocupa casi la mitad del hemisferio inoculado (Figura
1.9¢). El estudio del aspecto histolégico, mostré un tumor compacto y de alta densidad
celular (Figura 1.9d), con formacién de nuevos vasos en el tejido tumoral y aparente
invasion de células alrededor de dichos vasos (Figura 1.9e). Las células tumorales muestran
un marcado pleomorfismo tanto en tamafo como en forma, y numerosas mitosis (Figura
1.9f). En algunos casos, cuando el tumor crecié alrededor de 20 dias, se observaron algunas
regiones de necrosis centrales (necrosis por hipoxia) (figura 1.9 g); aunque en general los
animales morian antes de desarrollar grandes necrosis, debido a la hipertensién intracraneal
del tumor.

El modelo de glioma de rata C6 tiene caracteristicas histolégicas uniformes, y velocidad de
crecimiento ya establecida (Benda et al., 1968; Schmidek et al., 1971). Los estudios
histol6gicos previos realizados sobre este modelo demuestran su similitud con el glioblastoma
multiforme en humanos (pleomorfismo nuclear, necrosis, proliferacién endotelial e invasién
del parénquima cerebral (San-Galli et al., 1989). Esto lo convierte en un modelo propicio
para el estudio de los efectos histolégicos y clinicos de la terapia. Ademaés, este modelo,
comparado con otros modelos experimentales, no sélo tiene la capacidad de crecer de modo
expansivo, sino que adquiere la capacidad de invadir o infiltrar de modo difuso el tejido
cerebral.

En experimentos con marcacién ex vivo de células C6 con BrDU y posterior infeccién in vivo
por inoculacién i.c. de GPE+E-EGFP, pudimos comprobar el caracter invasivo/infiltrante de
este modelo experimental (fig 1.10), donde las células tumorales se acumulan alrededor de
los vasos sanguineos del tumor (fig 1.10a). Sorpresivamente, las células que rodean al tumor
son las que contienen mayor marca de BrDU y muy poca infeccién con GFP, lo cual también
estd en correlacién con el hecho de que las células infiltrantes, normalmente salen del ciclo
celular, durante la migracién (Berens and Giese, 1999).

Asimismo, pudimos observar células aisladas migrando a través del parénquima, en una zona
cercana al sitio de inoculacién primaria del tumor (figura 1.10 f,g). Algunas células
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infectadas con GFP fueron observadas en el ventriculo ipsilateral (figura 1.10d). La aparicién
de células en el ventriculo con morfologia tumoral, sugiere dicha identidad para algunas de las
células con tincién para la proteina reportera (figura 1.10e).

La transferencia retroviral del gen HSV-tk, y tratamiento con GCV de células de
glioma de rata C6, induce inhibicion del crecimiento tumoral y el desarrollo de
una respuesta inmune asociada

En estudios a corto plazo sobre el modelo de glioma de rata C6, ninguna de las cinco ratas
que recibieron una inyeccién intracerebral del tumor, seguido de tratamiento con GCV,
sobrevivié mas de 22 dias; mientras que todas las ratas inyectadas con C6-tk o con C6
+VPC-tk, vy tratadas con GCV, seguian todavia vivas y con buena salud. Los animales
pertenecientes a estos dos Ultimos grupos fueron sacrificados 3 dias después de la muerte de
los animales control. La inoculacién de células C6-tk (modificadas ex-vivo) seria equivalente a
una situaciéon de 100% de eficiencia en la transferencia génica), mientras la utilizacién de
células VPC-tk, constituye la estrategia a utilizar para modificaciones in situ del tumor. La
expresidn de genes ectpicos no modificé la cinética de crecimiento celular in vitro. El anélisis
histopatolégico de los cerebros de las ratas control, mostré una gran masa de tumor cerebral
con poco infiltrado linfocitario. El tumor ocupaba casi todo el hemisferio derecho
(Figura.1.11a). El cerebro de 4 de las 5 ratas del grupo inyectado con C6-tk no mostrd
tumor visible, y sélo un minimo tumor residual fue observado en uno de ellas. Todos los
cerebros de ratas inyectadas con C6 + VPC-tk, mostraron minimo tumor residual
(Figura.1.11b), compuesto de nidos de células neoplasicas rodeadas por abundante
infiltrado inflamatorio (figura 1.12a). Mayor caracterizacién del infiltrado por analisis
inmunohistoquimico, confirmé la presencia de macréfagos (figura 1.12b), linfocitos T (figura
1.12c)y leucocitos polimorfonucleares (figura 1.12d), siendo los linfocitos la poblacién
mayoritaria observada. También se encontraron células inflamatorias en el parénquima
cerebral que rodea los sitios tumorales y dentro del lumen de los vasos sanguineos periféricos
a los nidos neoplasicos (figura 1.12 a), sugiriendo la entrada de células del sistema inmune
desde la periferia.
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Figura 1.9 . Crecimiento intracraneal de tumores de glioma C6 en ratas Sprague-Dawley. (a)
muestra la supervivencia tipica de animales controles inoculados con células C6 parentales o C6-neo . Se
analizaron los tamaiios tumorales a distintos estadios del crecimiento del tumor (b; las barras horizontales
representan las medias de tamafio a cada tiempo), observandose tumores que exceden el tamafio del
hemisferio inyectado, al tiempo de muerte promedio de los animales (c). Nétese como el tumor invade y
empuja sobre el hemisferio contralateral y hacia la parte superior (c; 20 dias). (d)Estudios histoldgicos
(tincién HE) de secciones de dichos tumores, con vasos intratumorales (d, flechas llenas)rodeados de
células tumorales (e; flecha). El tumor es altamente heterogéneo con presencia de marcadas mitosis (f,
flecha). En tumores de gran tamafio, se observaron necrosis intratumorales, con presencia de piocitos (g).
Magnificacion: d, 20x; e, f, g, 100x.




CAPITULO 1 51 RESULTADOS

Figura 1.10 Migracién e invasién de células tumorales C6 en cerebros de ratas Sprague Dawley.
La micrografia analizada en microscopia confocal (a:canal rojo/verde; b:canal rojo, tincién positiva para
BrUD; c: canal verde;tincién positiva para GFP), muestra claras estructuras de células C6 positivas (marca
roja) para la tinciéon anti BrDU, rodeando vasos sanguineos (v) (satelitosis perivascular; flecha) de un
tumor de 12 dias, infectado con VPC-EGFP a los 5 dias posteriores a la inoculacién primaria. Sélo algunas
células cercanas al vaso presentan doble tincién para el marcador del reportero EGFP y BrUD, y se
encuentran en general, alejadas de los vasos intratumorales. También se identificaron células infectadas
en ventriculo ipsilateral (vl, d) algunas de las cuales presentan mitosis caracteristicas de célula tumoral en
preparados tefiidos con cresil violeta (e, flecha llena: ampliacién de zona recuadrada en d). En la
micrografia (f) aparecen dos células cercanas al drea de inoculacién del tumor 7 dias posteriores a una co-
inoculacién de células tumorales con células GPE-EGFP, infectadas con EGFP, una de las cuales presenta
doble tincién para BrDU/GFP (flecha blanca),identificdindose como célula tumoral; cuya identidad se
comprueba por la tincién para BrDU en la micrografia (c). Magnificacién: a, b, c, d, f,g, 40x; e,100x.
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INHIBICION DEL CRECIMIENTO TUMORAL POR EL SISTEMA HSV-tk/GCV

Figure 14

Interaural 10.00 mm

Figura 1.11. Estudios histolégicos. Tincién con violeta de cresilo (CV) de tumores de células C6
creciendo en Ratas Sprague-Dawley. Las micrografias muestran ambos hemisferios cerebrales,
observandose en el hemisferio derecho un tumor (T) de 20 dias que ocupa todo el hemisferio (b) y
empuja sobre el hemisferio contralateral. Se puede observar el tamafio disminuido de los ventriculos (vI)
en ambos hemisferios (a: hemisferio contralateral), debido a la presion de la masa tumoral. Las
micrografias (c) y (d) corresponden al cerebro de un animal tratado con VPC-tk/GCV, que presentd sélo
una minima masa residual (d; c: hemisferio contralateral) al tiempo de muerte de los controles, sin
modificaciones sobre la estructura normal del cerebro. vl: ventriculo lateral; cc: cuerpo calloso; sp:
septum. (e) muestra las areas del cerebro que corresponden a (a) y (c) (azul) y (b) y (d)
(rojo).Magnificacién:2x




CAPITULO 1 53 RESULTADOS

RESPUESTA INMUNE A CORTO PLAZO

Figura 1.12. Respuesta inmune a corto plazo, luego del tratamiento con HSV-tk/GCV. (a) infiltrado
inflamatorio en el lumen de los vasos periféricos a nidos de tumor residual (t). Tincién positiva para
macrofagos (flecha). (b) Macréfagos (M, flecha) , infiltrando tumor residual en un cerebro de rata tratada
con HSV-tk/GCV. (c) Tincidén inmunohistoquimica con anticuerpo anti-CD5 mostrando la presencia de células
mononucleares (L) rodeando células neopldsicas residuales (n). (d) Tincién positiva para leucocitos
polimorfonucleares (P) rodendo células neoplasicas (n) en una masa tumoral residual de un animal tratado
con la terapia del gen suicida. Magnificacioén: a, 40x; b, ¢, d, 100x

1.11.2. Ensayos in vivo a largo plazo. Desarrollo de una respuesta inmune de
memoria.

La presencia de infiltrado inflamatorio y la posibilidad de que el mismo participara de la
respuesta antitumoral como efecto secundario ((Barba et al., 1994); (Freeman et al., 1997))
nos llevé a realizar experimentos a largo plazo a fin de establecer el rol del sistema inmune en
el rechazo tumoral.

Luego de la transferencia estereotéxica, ratas inyectadas con células C6 tuvieron una
sobrevida promedio de 20 = 4 dias. No se observaron diferencias en el tiempo de
supervivencia cuando las ratas fueron inyectadas con C6 + VPC-neo (24 = 2 dias, aunque
un abundante infiltrado de células mononucleares y polimorfonucleares fue observado en este
caso. Esta evidencia sugiere que el infiltrado inflamatorio que sigue a la inoculacién de células
xenogeneicas (recordar que las VPC son células de origen murino), no es capaz de afectar el
crecimiento tumoral. Por ofra parte, ratas inyectadas con C6 + VPC-tk y tratadas con GCV,
sobrevivieron en promedio 45 + 23 dias, con 50% de las ratas (5/10) sobreviviendo més de
75 dias (p <0.0001) (Figura 1.13) .
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Cuatro ratas pertenecientes al grupo de supervivencia a largo plazo, fueron desafiadas con
células C6 en el nicleo caudado izquierdo, 65 dias después de la implantacién del primer
tumor.

El cerebro de una de las ratas del experimento de desafio, fue analizado 15 dias después del
mismo, sin evidencias de células tumorales en ninguno de los dos hemisferios. Sin embargo,
se observaron algunos pequenos focos de necrosis parcialmente rodeados por infiltrado
inflamatorio (Figua 1.14 a y b). El cerebro de una segunda rata, estudiado histolégicamente
20 dias después, no mostré evidencia de células tumorales en el sitio del primer tumor. En el
hemisferio izquierdo, en el sitio de inoculacién del segundo tumor, se observé un pequeno
volumen de tumor residual rodeado por un infiltrado inflamatorio (Fig. c). Las restantes dos
ratas fueron sacrificadas 130 dias después del primer implante tumoral, y 65 dias después del
desafio. Ambos cerebros estaban macroscépicamente libres de tumor en los dos hemisferios.
En secciones seriadas pudimos observar proliferacién glial, desorganizacién nuclear,
macréfagos y linfocitos en el sitio de la segunda inoculacién. No se observé evidencia de
células tumorales en ningin hemisferio (Figura 1.14 d). Las cuatro ratas usadas como
control del desafio, no sobrevivieron méas de 17dias, y mostraron grandes masas tumorales a
nivel macroscépico.

Los resultados presentados sobre los experimentos in vivo a corto plazo, demostraron que la
inoculacién de células VPC-tk, seguido de GCV, fue més efectiva en la induccién de un
rechazo completo de tumores C6, comparado con los modelos de melanoma experimentales
de B16 e IIB-MEL-LES.

SUPERVIVENCIA A LARGO PLAZO
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Figura 1.13. Curva de supervivencia de Kaplan Meyer de ratas inyectadas con células de glioma
C6. Se inyectaron ratas Sprague Dawley esteretdxicamente con 4x10* células C6 en 4 pls DMEM, en el
nicleo caudado derecho. Animales en el grupo tratado recibieron una co-inyeccién de 5x10° células VPC-tk
en 8 uls de DMEM. Ambos grupos de animales fueron tratados con GCV tal como se describié en materiales y
métodos. La flecha indica el tiempo al cual se realizé el desafio contralateral con células parentales C6
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