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INTRODUCCION

1. TUMORES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

1.1. Clasificacion morfolégica de los tumores del SNC

Las descripciones microscopicas de los tumores cerebrales comenzaron a principios del
siglo XIX. En 1926 Bailey y Cushing (Bailey & Cushing, 1926) desarrollaron un
esquema de clasificacion que sentd las bases sobre las que todavia se apoya el
diagnoéstico patoldgico actual. Su sistema proponia que las neoplasias del SNC
provenian de precursores gliales (pertenecientes a la glia, las células no neurales de
soporte en el SNC) o neurales (pertenecientes a las células neuronales, las unidades
funcionales primarias del sistema nervioso) bloqueados en estadios de desarrollo
concretos, y de ese modelo surgieron conceptos como histogénesis (origen tisular o
tumoral en referencia a su desarrollo y formaciéon) y célula de origen. Mejoras
posteriores, realizadas principalmente por Kernohan (Kernohan & Mabon, 1949) y
Ringertz (Ringertz, 1950) llevaron a la clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), que se formaliz6 por primera vez en 1979 (Ziilch, 1979) y fue renovada
en 2007 (Louis et al., 2007).

Actualmente, se ha publicado la nueva clasificacion de los tumores del Sistema
Nervioso Central (Louis et al., 2016), sin embargo, en este trabajo hacemos referencia a
la clasificacion publicada en 2007 (Louis et al., 2007) ya que cuando comenzamos este

estudio todavia no se habia publicado esta ultima clasificacion.

En relaciéon a la clasificacion de 2007, la agrupacion morfoldgica de los tumores
cerebrales respecto a su presunta histogénesis, la OMS destaca por su gradacion las
clases tumorales individuales (I, II, III, IV) que reflejan el comportamiento bioldgico de
estos tumores. Los grados mas altos (grados Il y IV) suelen seguir un desarrollo clinico

mas agresivo, en ausencia de tratamiento, que sus homologos de menos grado (I y II).

El grado I de la OMS incluye lesiones de bajo potencial proliferativo y posibilidad de

curacion tras reseccion quirdrgica.

El grado II de la OMS incluye lesiones benignas que, por lo general, son infiltrantes y

de baja actividad mitotica, pero que recidivan con mayor frecuencia que los tumores de
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grado I después de la administracion de tratamiento local. Algunos tipos de tumores

tienden a progresar a grados mas altos de malignidad.

El grado III de la OMS incluye lesiones de histologia de neoplasia maligna, incluso
nucleos atipicos y aumento de la actividad mitotica. Estas lesiones tienen histologia

anaplasica y capacidad de infiltracion. Habitualmente, se tratan con terapia adyuvante.

El grado IV de la OMS incluye lesiones que presentan actividad mitdtica que las hace
propensas a la necrosis y proliferacion vascular, en general, se relacionan con evolucion
pre-quirargica y post-quirirgica y desenlaces mortales. Las lesiones habitualmente se

tratan con terapia adyuvante.

1.2. Los gliomas

La mayoria de los gliomas (supuestamente derivados bien de glia madura o bien de
precursores menos diferenciados) se infiltran de forma difusa en el tejido cerebral
circundante (Figura 1). Estos tumores conforman un amplio grupo diagndstico, que la
OMS divide en categorias astrociticas, oligodendrogliales y mixtas (oligoastrociticas)

(Louis et al., 2007), dando lugar a la siguiente clasificacion:

1. Tumores astrociticos
e Astrocitoma difuso (grado II)
e Astrocitoma anaplasico (grado III)
¢ Glioblastoma multiforme (GBM, grado V)
2. Oligodendrogliales
e Oligodendroglioma
3. Gliomas mixtos
e Oligoastrocitoma
4. Tumores ependimarios
¢ Ependimoma
5. Tumores neuronales y mixtos

e Gangliocitoma
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6. Tumores gliales/neuronales
e  Tumor neuroepitelial disembrioplasico
e Ganglioglioma
7. Tumores embrionarios
e Meduloepitelioma
¢ Ependimoblastoma
e Neuroblastoma
8. Tumores neuroectodérmicos primitivos

e Meduloblastoma (MB)

- ] ":'. i -Jﬁ'-d -ri 3
Astrocytoma Anaplastic astrocytoma A Glioblastoma
WHO I WHO Il _" WHO IV

o R o rr e B el o L e, T

Oligodendroglioma Anaplastic oligodendroglioma

Figura 1. Morfologia de los gliomas astrociticos y oligodendrogliales. Micrografias representativas
de cada clase tumoral. Se indican las caracteristicas histologicas distintivas del glioma, como la
proliferacion microvascular (punta de flecha negra) y la necrosis en pseudoempalizada (flecha negra)
(Huse & Holland, 2010).

La presencia de caracteristicas histologicas como la atipia nuclear, el aumento de
proliferacion, la proliferacion microvascular y la necrosis, dan como resultado una

clasificacion de alto grado, correspondiente a astrocitoma anapldsico o GBM.
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1.3. Los tumores embrionarios

Los tumores embrionarios del SNC constituyen un grupo heterogéneo de tumores grado
IV de la OMS que proceden de células muy indiferenciadas y que incluyen al
meduloblastoma (MB), tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales
(PNETs), meduloepitelioma, ependimoblastoma y tumor teratoide/rabdoide atipico
(ATRT) (Louis et al., 2007). Tienen en comun su comportamiento agresivo y su
capacidad de diseminacion en el sistema nervioso, o incluso a otros érganos del cuerpo.
A pesar de que su apariencia es a menudo similar bajo el microscopio, sus alteraciones
genéticas son distintas y por lo tanto hoy en dia se consideran entidades diferenciadas.
Tanto los PNETs de los hemisferios cerebrales como los MB del cerebelo son mas
frecuentes en niflos, aunque también pueden aparecer en adultos. El tumor
teratoide/rabdoide atipico (ATRT) es un tumor embrionario que aparece habitualmente
en niflos menores de 3 anos. El 65% se diagnostican en nifios menores de 5 afios.
Corresponde al 2,5 - 6 % de todos los tumores cerebrales en nifios. Raramente, pueden
presentarse también en adultos y no existe predileccion de géneros afectando por igual

tanto al sexo masculino como al femenino.

El MB es el tumor cerebral maligno mds frecuente en la infancia; sin embargo
representa solo el 1% de los tumores primarios cerebrales en adultos. El1 70% de los MB
ocurren en pacientes menores de 16 afos. En la edad adulta aparece también
tipicamente en las edades mas jovenes (el 80% se diagnostican entre los 21 y los 40
afios de edad). A pesar de que clasicamente se ha considerado a los MB como una
variedad de PNETs de aparicion infratentorial, existen evidencias de que MB y PNETs

supratentoriales son entidades diferentes desde el punto de vista genético-molecular.

Al igual que los MB, los PNETSs supratentoriales aparecen predominantemente en nifios
y adolescentes, pero son mucho menos frecuentes (representan aproximadamente el 3%
de los tumores cerebrales primarios en este rango de edad). No existe consenso sobre su

frecuencia de aparicion en adultos, debido a su baja incidencia.

El meduloepitelioma es un tumor infrecuente que suele afectar a nifios entre los 6 meses

y los 5 afios de edad, siendo el 50% de los diagnosticados antes de los 2 afios de edad.

El ependimoblastoma es un tumor infrecuente que aparece en neonatos y nifios
pequenos.
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El 65% los tumores neuroectodérmico primitivos se diagnostican en nifios menores de 5
afios de edad. Corresponde al 2,5 - 6 % de todos los tumores cerebrales en nifios.

Raramente, se presentan también en adultos.

Por otro lado, los tumores PNETs periféricos también se producen predominantemente
en tejidos blandos y huesos de los nifios y adolescentes, principalmente en las

extremidades, regiones paravertebrales y retoperitoneales.

Sin embargo, a pesar de la gran clasificacion de los tumores del sistema nervioso
central, en este proyecto s6lo hemos trabajado con los PNETs y el GBM. Por ello, son

los que se explican, con mas detalle, a continuacion.

2. PNETs

2.1. Caracteristicas generales de los PNETs

Este término PNET, se refiere a un grupo heterogéneo de tumores embrionarios que se
dan predominantemente en nifios y adolescentes y clinicamente muestran un
comportamiento agresivo. La incidencia es aproximadamente un décimo de la
frecuencia del MB (Jakacki et al., 1995). Los PNETSs surgen comtinmente en el cerebro,
y menos frecuente en otros lugares como la profunda zona paraventricular o zonas
medias como el diencéfalo o los ganglios basales. Estos tumores pueden estar
fenotipicamente mal diferenciados, o pueden mostrar una diferenciacion neural muy
divergente, lineas astrociticas, ependimarias, musculares o melanociticas (Louis, et al.,
2007). Estos tumores son considerados generalmente tumores pediatricos, raramente
son descritos en adultos y representan diferentes enfermedades. En la clasificacion de la
OMS (Louis et al., 2007), estos tumores son denominados como PNETs

supratentoriales.

2.2. Caracteristicas anatomopatolégicas de los PNETs

Como no existen marcadores especificos, estas lesiones siguen siendo diagnosticadas

segin la localizacion supratentorial y las caracteristicas histologicas de tumores
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neuroepiteliales predominantemente indiferenciados con 4areas de diferenciacion

divergente. La subclasificacion de los PNETSs se basa en su diferenciacion histologica.
o Neuroblastoma

Este tipo de PNET es una forma de cancer infantil que se forma en el tejido
nervioso. Generalmente, se suele localizar con mayor frecuencia en las
glandulas suprarrenales, también puede desarrollarse en el cuello, o la médula

espinal.
o Ganglioneuroblastoma

Reciben este nombre los neuroblastomas en los que también las células de los

ganglios son tumorales.
o Meduloepitelioma

Son tumores que muestran caracteristicas de la formacion del tubo embrionario
neural y ocurren en nifios de entre 6 meses y 5 aflos. Pueden estar localizados

en los compartimentos supratentorial e infratentorial.
. Ependimoblastoma

Estos tumores contienen rosetas ependimoblasticas. Son raros y crecen
rapidamente. Ocurren preferentemente en neonatos y nifios de menos de 5

anos. Estan normalmente localizados en el compartimento supratentorial.

Los pacientes con PNETs presentan diferentes sintomas dependiendo de la localizacion
del tumor y el tamafo. Las paresias y las convulsiones ocurren cuando el tumor estd en
el cortex cerebral, elevando la presion intracraneal ocasionando dolor de cabeza, letargo
o voOmitos. Por otro lado, los tumores supraselares pueden obstruir el liquido

cerebroespinal provocando déficits visuales y endocrinopatias.

Las caracteristicas histologicas primitivas de estos tumores indican que los PNETs
proceden de la transformacion de las células germinales de la matriz periventricular

(Trojanowski et al., 1992) debido a la frecuente presencia de esos tumores en zonas
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profundas periventriculares. Otros estudios indican que las células subependimales del

diencéfalo pueden ser el origen de los PNETs.

2.3. Genética molecular y citogenética de los PNETSs

No hay muchos estudios genéticos moleculares sobre los PNETs sin embargo, los
estudios realizados sugieren que los PNETs tienden a ser similares a las variantes mas
agresivas de MB. Esto es muy interesante para determinar si las variantes agresivas de
MB comparten caracteristicas moleculares con PNETs y cudles son los marcadores

moleculares que distinguen ambos tipos de tumores.

Los PNETs frecuentemente muestran cariotipos complejos con un alto nivel de
amplificacion génica. Las alteraciones citogenéticas incluyen deleciones o
translocaciones involucrando al cromosoma 10g22-26 (30% de los casos) y al
cromosoma 6q21-25 (20% de los casos.) Algunos pacientes muestran translocacion en
el cromosoma 6q25 y el cromosoma 13q14, que implican al locus del gen RB1 en el

cromosoma 13q14 y oncogen o el gen supresor de tumores del cromosoma 6q21-25.

Ademas, los PNETs muestran una mayor frecuencia de pérdida que de ganancias de
cromosomas. La pérdida de material genético implica a los cromosomas 4q2 (50% de
los casos) y 10q (25% de los casos) ¢ indica que los genes supresores de tumores tienen
un papel muy importante en la formacién de estos tumores (BTRC, PTEN O DMBT1)
(Bayani et al., 2000). Otras pérdidas menos frecuentes afectan a los cromosomas 3q21,

992y 19qg2.

Regiones con un elevado numero de copias de ganancias o amplificaciones en los
PNETs incluyen los cromosomas 2q24 (oncogén MYCN); 9q (Bayani et al., 2000);
4q12ql3 (Bayani et al., 2000); 7p11.2-p12 y 7q21.3-q22 (Nicholson et al., 1999);
12921, 20q, 1q y 6p y el locus de hTERT en el cromosoma 5p15 (Fan et al., 2003).

Puede darse una ganancia de 17q o del cromosoma 17 completo en estos tumores.
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2.4. Alteraciones de las vias de seiializacion de los PNETSs

SHH, NOTCH, y menos frecuentemente WNT son las vias de sefalizacion que

controlan el desarrollo normal del cerebro y que también estan implicadas en el

desarrollo de los PNETs (Figura 2).

Via de senalizacion SHH: el papel de esta via de sefializacion esta bien definida y

controla el desarrollo del crecimiento de la zona dorsal y la corteza cortical del
cerebro, contribuyendo a la formacion de los PNETs. Las alteraciones mas
comunes incluyen el aumento de la expresion de los factores de transcripcion

GLI1, SMO y PTCH1 (Dahmane et al., 2001).

Ademas, la mayoria de los PNETs expresan MYCN, lo que hace que se desregule
disminuyendo la expresion de la via de sefnalizacion SHH (Moriuchi et al., 1996).
Las mutaciones sin sentido que incluye al locus de PTCHI1 en el cromosoma
9g22.3 también han sido relacionadas con la formacion de estos tumores (Wolter

etal., 1997).

Via de senalizacion NOTCH: esté activa en los tumores PNETs. La expresion de

hASH1 también esta elevada en algunos PNETs. La expresion de Notchl y
Notch2 en los PNETsS es elevada, sobre todo la de Notch2.

Via de senalizacion de WNT: Las aberraciones en esta via de sefializacion casi no

han sido investigadas en este tipo de tumor. Solo la mutacion de la B-catenina ha
sido identificada en estudios sobre los PNETs. Esta mutacion estd correlacionada
con la acumulacion de B-catenina en el nucleo y la activacion de la via de
sefnalizacion Wnt. Las células de PNET muestran un aumento de la expresion de
MYCC y MYCN y una disminucion de las dianas de B-catenina (Kees et al.,
1994), sugiriendo un importante papel de la via de sefializacion Wnt para el

desarrollo de los PNETs.
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Figura 2. Representacién grafica de tres vias comunes de sefializaciéon. De izquierda a derecha: WNT,
SHH, NOTCH.

Ademas, también se ha demostrado que la alteracion de la via de sefalizacion del
retinoblastoma estd relacionada con los tumores retinoblastoma trilateral (BRT)

(Schwartz et al., 1990).

El retinoblastoma trilateral (BRT) es un tipo de tumor neuroectodérmico primitivo
maligno que ocurre en los pacientes con retinoblastoma hereditario unilateral o bilateral.
En la mayoria de los casos de retinoblastoma trilateral se presenta como pineoblastoma
(pineal BRT). Es una neoplasia poco frecuente que ocurre en los pacientes con
mutaciones de la linea germinal. Si bien esto es mas comun en los casos bilaterales,
algunos pacientes con retinoblastoma unilateral que llevan mutaciones en la linea

germinal también estan a riesgo de desarrollar este tumor (Ibarra & O’ Brien, 2000).

2.4.1. Via de senalizacion del gen RB

Se ha estudiado que la perturbacion de la funcion de la proteina retinoblastoma (RB) se
encuentra en la mayoria de los tumores humanos. ID2 se une naturalmente a la proteina
RB ya que es reclutado por las oncoproteinas Myc. La sobreexpresion de ID2 media la
transformacion celular y es necesaria para mantener el comportamiento maligno de las

células de neuroblastoma (Lasorella et al., 2002).
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La via RB consta de cinco familias de proteinas (Figura 3): CDKN, ciclinas tipo D,
ciclinas dependientes de ciclinas (CDK4, CDK6), familia de proteinas RB (RB, p107,
p130), y la familia de factores de transcripcion E2F.

Esta via desempefa un papel central en la regulacion de la proliferacion celular y varios
componentes de esta via pl6INK4a, ciclina D1, y RB, se alteran con frecuencia en
células tumorales, incluyendo la eliminacién y/o el silenciamiento de pl16INK4a, la
amplificacion de la ciclina D1, y la mutacion bialélica de RB1. Asi, los componentes de

esta via son objetivos en la terapia del cancer.

Las interacciones funcionales entre las cinco familias de proteinas en esta via estan bien
establecidas. La familia de proteinas INK4: pl6INK4a, pl5INK4b, pl8INK4c, y
p19INK4d son proteinas termoestables pequefias que contienen el dominio AKN
(repeticion anquirina). Cada una de las proteinas INK4 puede unirse e inhibir la
actividad de CDK4 y CDK6. Las CDK4/6 son quinasas dependientes de ciclinas D.
Cada una de las ciclinas se pueden asociar con CDK4 o CDK6 para formar el complejo
quinasa activo. Las proteinas INK4 compiten con las ciclinas D para CDK4/6 y evitar la
formacion del complejo quinasa activo. Durante la proliferacion, el complejo de

CDKA4/6 se activa y la célula entra en el ciclo celular.

Los principales objetivos celulares del complejo son la familia de proteinas RB que
contienen multiples bolsillos de unién a fosfatos para regular los factores de

transcripcion de la cromatina.

La familia de factores de transcripcion E2F son regulados por las proteinas RB para
inhibir la transcripcion. CDK4 y CDK6 interrumpen la interaccion E2F-RB,
provocando la activacion de la expresion de genes regulados por E2F. E2F se une al
ADN vy regula los promotores de multiples genes implicados en la progresion del ciclo
celular y, por lo tanto, las alteraciones en la via RB pueden afectar la respuesta de las

células tumorales a agentes citotoxicos.
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Figura 3. Via de seifializacion del retinoblastoma (RB) en el cancer. Los componentes de la via de
sefalizacion de RB, E2F, ciclinas de tipo D, CDK4/6, pl6lnk4a (CDKN2A), y sus interacciones
funcionales, se representan en el diagrama. Las alteraciones genéticas y epigenéticas en los principales
canceres humanos, se resumen en el cuadro de color morado en la esquina superior derecha del diagrama.
El estado de la via RB afecta a las respuestas de células tumorales a los farmacos de radiacion y
genotoxicos, que causan la detencion del ciclo celular a través de la degradacion de la ciclina D1 y la
consecuente desfosforilacion de RB. El estado de la via RB también afecta a las respuestas de células
tumorales a la hormona y otras estrategias terapéuticas que bloquean la sefializacion. Si la via RB se
desregula provoca que E2F el cual estimula la expresion del gen para promover la transicion G1/S y la
apoptosis. Muchas estrategias terapéuticas que se dirigen directamente a los defectos de la via RB y
representan en el diagrama en cajas de color naranja, y éstos incluyen la reactivacion de pl6Ink4a en los
casos en que se silencia el gen pero no estd mutado, la inhibicion de la actividad quinasa de CDK4/6, y la
mejora de la apoptosis dependiente de E2F. Figura tomada de Targeting the RB-pathway in Cancer
Therapy (Knudsen & Wang, 2010).

En esta via, las proteinas INK4 y RB funcionan como supresores tumorales, mientras
que las ciclinas D, las CDK4/6, y el factor de transcripcion E2F promueven la

proliferacion de la célula tumoral.

Las alteraciones del gen pl6INK4 en el neuroblastoma son muy raras. Como la
expresion de p16INK4 esta estrechamente controlada en un bucle de retroalimentacion
con RB, Diccianni et al, investigaron la posibilidad de que los cambios en la expresion
de pl6INK4 estuviera relacionada con la via de regulacion G1. Vieron que dos lineas
celulares y una muestra primaria expresaban altamente P16INK4, y por tanto, CDK4
también estaba amplificado. El gen de la ciclina D2 se expresaba con poca frecuencia en
las lineas de células de neuroblastoma y no se correlacionaba con la expresion de

p16INK4. Se detectaron pequenas variaciones en la expresion de CDKG6, ciclinas DI,
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D3 y E; pero no se observaron E2F1 y E2F2 en las lineas celulares. Todas las lineas
celulares contenian la proteina RB con diversos grados de fosforilacion, que no
guardaba correlacion con la expresion de p16INK4. En general, las alteraciones de la via
Gl en el neuroblastoma incluyen la expresion de pl6 relativamente frecuente y
amplificacion CDK4 poco frecuentes y la expresion de ciclina D2. A pesar de una
relacion de retroalimentacion entre la expresion de p16INK4 y la desregulacion RB/G1,
la expresion de p16INK4 en las lineas celulares de neuroblastoma es independiente del
gen RB y el estado de fosforilacion y, a diferencia de otras lineas celulares en donde la
expresion de pl6 conduce a la fase S, lineas celulares de neuroblastoma en fase Gl

proliferan con niveles elevados de p16INK4 (Diccianni et al., 1999).

2.5. Tratamiento de los PNETSs

La presencia de metastasis, el tamano del tumor y la edad del diagnostico son
importantes para el tratamiento de estos tumores. Debido a sus caracteristicas clinicas
agresivas, los PNETs tradicionalmente han recibido terapias disefiadas para la
metastasis, lo que incluye quimioterapia y altas dosis de radiacion en la cabeza y la
médula espinal. Actualmente, la supervivencia media de los PNETSs no es elevada, con 3
afios de supervivencia sin progresion del 50% de los PNETs (Hong et al., 2004). Estas
observaciones marcan la necesidad de estudiar mas profundamente la tumorigénesis de

los PNETs para disefiar terapias mas exitosas.

3. GLIOBLASTOMA MULTIFORME (GBM)

El glioblastoma multiforme es un tipo de tumor maligno que se localiza en el cerebro.

3.1. Caracteristicas generales del GBM

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral primario maligno mas

frecuente segun el registro de tumores cerebrales de EE.UU. (Ostrom et al., 2013), con
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una mediana de supervivencia global de alrededor de 12-15 meses (Daumas-Duport, et

al., 1988).

Constituye el 15% de los tumores intracraneales, entre el 60-75 % de los tumores
astrocitarios y el 45% de los tumores malignos primarios del sistema nervioso central
(SNC) con una incidencia aproximada de 2-4 casos nuevos por cada 100.000
habitantes/afio (Ostrom et al., 2014). El GBM es un tumor que puede aparecer en
cualquier momento de la vida, la incidencia aumenta con la edad y es maxima entre los

55y 75 afios.

En la mayoria de los casos surge de novo (glioblastoma primario), pero también puede
evolucionar a partir de neoplasias astrociticas de grado bajo (glioblastoma secundario)
(Behin et al.,, 2003). El término “multiforme” hace referencia a la naturaleza
heterogénea de este tipo de tumor y a su variada composicion histologica (Burger &
Kleihues, 1989). Esta heterogeneidad celular incluye tipos celulares diferenciados con
morfologia estrellada y expresion de marcadores como GFAP y S100, asi como otros
tipos celulares indiferenciados, mas pequefios y redondeados, mezclados con elementos
del estroma tales como proliferacion celular microvascular, astrocitos reactivos,
microglia y otros infiltrados del sistema inmune (Hadjipanayis & Van Meir, 2009). Una
de las caracteristicas mas importantes del GBM es su patron de distribucion difusa por
el tejido, que resulta en una extensa diseminacion de las células tumorales dentro del

cerebro, lo que dificulta su reseccion quirurgica completa (Holland, 2000).

En concreto, puede presentarse en cualquier localizacion del SNC, aunque aparece
preferente en la sustancia blanca de los hemisferios cerebrales con crecimiento y
extension hacia la matriz periventricular y hacia los tractos de sustancia blanca de
mielina como el cuerpo calloso haciéndose bilateral, férmix, comisura anterior o
posterior o capsula interna en su extension hacia el tronco del encéfalo. El GBM puede

aparecer como un tumor unico o bien con varios focos a distancia.

Tipicamente su presentacion desde el punto de vista de la imagen es la de una o varias
lesiones que muestran una zona de captacion de contraste periférica en forma de anillo
con una zona central hipodensa en tomografia axial computarizada (TAC) o hipointensa

en resonancia magnética (RM) que se corresponde con la necrosis central. Por todo ello,
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el GBM debe incluirse en el diagnodstico diferencial de cualquier lesion intracraneal que

presente estas caracteristicas.

La manifestacion clinica en su forma de presentacion queda condicionada por la
localizacién del tumor mas que por cualquier otra variable. Tumores proximos a areas
elocuentes, corticales o con infiltracion de la corteza suelen generar un déficit
neurolégico derivado del efecto de masa local (disfasia, hemiparesia, hemianestesia,
hemianopsia) o bien crisis epilépticas derivadas de la irritacion de la corteza adyacente.
Los tumores en areas no elocuentes alcanzan generalmente un mayor tamafio antes de la
manifestacion de los sintomas derivados de un sindrome de hipertension intracraneal:

cefalea, vomitos, confusion o disminucion del nivel de conciencia.

3.2. Epidemiologia del GBM

La incidencia de tumores cerebrales malignos en nifios y adultos ha aumentado
progresivamente en los Ultimos 25 afos (Jukich et al., 2001; Deorah et al., 2006;
Deltour et al., 2009; Pirouzmand & Sadanand, 2007; Smith et al., 1998; Hess et al.,
2004). Aunque parte de este incremento podria ser resultado de una mejora de las
técnicas de neuro-imagen y el acceso a la atencion médica (Schwartzbaum et al., 2006),
los estudios epidemioldgicos y la variabilidad geografica de los casos sugieren que la
etiologia de los tumores cerebrales podria estar asociada con factores ambientales y la
exposicion a carcinogenos. Por otra parte, las mutaciones genéticas familiares,
enfermedades del sistema imnune y la radiacion de alta dosis son causas conocidas de
los tumores cerebrales, aunque probablemente soélo sean responsables de un bajo
porcentaje de los casos (Schwartzbaum et al., 2006; Wrensch et al., 2002; Fisher et al.,
2007).

Pese a que los tumores cerebrales representan una minoria de los casos de cancer, con
una incidencia de 14,8 tumores cerebrales por cada 100.000 personas al afio en Estados
Unidos, y practicamente la mitad de ellos son diagnosticados como benignos, las formas
malignas de tumor cerebral presentan una perspectiva devastadora en cuanto a
morbilidad y mortalidad (Buckner et al., 2007). Los tumores cerebrales mas malignos

son los gliomas, y dentro de los gliomas, el GBM es el mas comun, representando el
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40% de todos los tumores malignos primarios del sistema nervioso central (Miller &

Perry, 2007).

3.3. Caracteristicas anatomopatologicas del GBM

El GBM o astrocitoma IV de la organizacion mundial de la salud (OMS) se trata de un
tumor heterogéneo, que siguiendo los criterios de clasificacion de la OMS de 2007
Louis et al., 2007) se caracteriza por la presencia de proliferacion de células gliales
anaplasicas, con citoplasma eosinofilo y nucleo hipercromatico sobre una matriz
fibrilar, con la presencia de frecuentes figuras mitoticas. La proliferacion vascular y/o la
necrosis son condicion necesaria para establecer el diagnostico. Estos hallazgos se
corresponden macroscopicamente, en general, con un tumor de consistencia gelatinosa,
de color grisdceo y moderadamente vascularizado con un centro blanquecino avascular

correspondiente a la necrosis.

Se distinguen en general 4 subtipos histologicos mas alla de la histologia clasica. 1)
Glioblastoma de células pequefias. 2) Glioblastoma de células grandes, en funcion del
patron celular predominante. 3) Gliosarcoma, GBM con un componente de células
fusiformes con avidez e infiltracion de meninges y tejido mesenquimal como el hueso.
4) Glioblastoma con un componente oligodendroglial. La definicion viene dada por la
presencia de un componente oligodendroglial sobre la descripcion clasica de la
histologia tipo del GBM, esto es, con la presencia por tanto de proliferacion vascular y

necrosis (Homma et al., 2006).

3.4. Marcadores y alteraciones moleculares involucradas en la patogénesis del

GBM

Existen numerosas alteraciones moleculares que se han relacionado con la biologia
subyacente al glioblastoma y que afectan a vias de transduccion de sefiales que regulan

la proliferacion celular (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de las rutas moleculares mas importantes en la patogénesis del glioma. Las vias
de sefializacion PI3K-AKT-mTOR y Ras-MAPK son muy importantes en la biologia de los gliomas. Las
alteraciones a nivel gendomico que pueden aparecer en tres proteinas que participan en las vias PI3K-
AKT-mTOR y Ras-MAPK: EGFR, PDGFR y NF1, permiten caracterizar distintos subtipos de glioma
(punto 2.1). También son comunes los fallos en las rutas de los supresores tumorales RB y p53 (Huse &
Holland, 2010).

Resultan de especial interés las vias de sefializacion PI3K-AKT-mTOR y Ras-MAPK,
que propagan la sefal recibida por receptores tirosin-quinasa (RTKs), tales como el
receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR) y el receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR). Las alteraciones que provocan la
activacion constitutiva de estas vias tienen un papel muy importante en el desarrollo de
los gliomas, asi como de otros canceres. Se han estudiado extensamente las alteraciones
en el receptor de crecimiento epidérmico EGFR, ya que en estudios iniciales el GBM
primario se asocid con amplificaciones génicas y mutaciones activadoras de la
secuencia génica de EGFR (Libermann et al., 1985; Libermann et al., 1984, Wong et
al., 1992), siendo la mas frecuente la delecion variante II1 (VIII) que se hallé en el 20-
30% de GBM primarios y en el 50-60% de los casos con amplificacion de EGFR
(Frederick et al., 2000; Sugawa et al., 1990). También se ha demostrado la implicacion

de otros RTKs en la gliomagénesis, incluyendo el receptor del factor de crecimiento
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derivado de plaquetas-o (PDGFRa), cuya sefializacion aumentada se observa en los
tumores astrociticos de bajo grado y oligodendrogiales, asi como en un subconjunto
significativo de GBMs (Di Rocco et al., 1998; Westermark et al., 1995). Aunque las
mutaciones activadoras en PDGFRA no son comunes (Clarke & Dirks, 2003), si que es
frecuente la co-expresion del receptor y su ligando, habitualmente PDGFB, que

desencadena bucles autocrinos o paracrinos que promueven el crecimiento celular.

Ademas es frecuente encontrar la desregulacion de otros componentes moleculares de
las rutas PI3K-AKT-mTOR y Ras-MAPK en los gliomas malignos (Guha et al., 1997,
Wang et al., 2004). De entre estas alteraciones, la mas comun es la pérdida funcional
del supresor tumoral PTEN (Li et al., 1997), un regulador negativo primario de la
sefalizacion PI3K-AKT-mTor (Cairncross et al., 1998; James et al., 1988). Se ha
demostrado que la pérdida de PTEN facilita la formacion de gliomas (Dai et al., 2001,
Hu et al., 2005; Kwon et al., 2008). Varios modelos murinos han reforzado el papel
central de otras proteinas implicadas en la transduccion de sefales de los receptores
RTK en la patogénesis del glioma maligno, tanto si la sefializacion esta alterada a nivel
del propio RTK (Dai et al., 2001; Hu et al., 2005; Ding et al., 2003; Shih et al., 2004;
Uhrbom et al., 2002; Uhrbom et al., 1998; Zhu et al., 2009) o de sus proteinas efectoras
(como KRAS y/o AKT) (Ding et al., 2003; Ding et al., 2001; Holland et al., 2000). Por
ejemplo, se ha demostrado que deleciones del supresor tumoral asociado a la
neurofibromatosis tipo 1, neurofibromina 1 (NF1), un regulador negativo de la
sefializacion RAS, son capaces de inducir la gliomagénesis en ratones (Kwon et al.,

2008; Reilly et al., 2000; Zhu et al., 2005).

Otros supresores tumorales también se encuentran alterados en la gliomagénesis,
particularmente componentes de las rutas P53 y retinoblastoma (RB). Las mutaciones
en el gen TP53 se relacionaron por primera vez con la gliomagénesis hace 20 afios,
debido al aumento de desarrollo de gliomas (astrocitomas en la mayoria de los casos) en
pacientes con sindrome de Li-Fraumeni, un raro sindrome hereditario causado por
mutaciones germinales en TP53 (Malkin et al., 1990; Srivastava et al., 1990).
Investigaciones posteriores descubrieron que las mutaciones TP53 eran una
caracteristica frecuente en los tumores astrociticos esporadicos de grado bajo y
gliobastomas secundarios (Louis, 1994). Asimismo se ha demostrado que la ruta
supresora tumoral de RB se encuentra alterada en un 78% de GBM primarios, bien por
mutaciones inactivadoras del propio gen RB1 o por amplificaciones de sus reguladores
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negativos CDK4 o, menos habitualmente, CDK6 (Costello et al., 1997; Henson et al.,
1994; Reifenberger et al., 1994; Watanabe et al., 2001). De forma analoga, se ha
descrito la amplificacion de los antagonistas de p53, MDM2 y MDM4 en distintos
subconjuntos de GBMs con TP53 intacto, asi como mutaciones inactivadoras y/o
deleciones en el locus de CDKN2A que codifica para dos proteinas, INK4a y ARF, que
son regulares positivos de RB y p53, respectivamente. También se han identificado
recientemente, mediante andlisis de la secuencia del genoma completo, polimorfismos
de un unico nucledtido (SNPs) que suponen factores de riesgo para la gliomagénesis en
CDKN2A y en el gen adyacente CDKN2B (Shete et al., 2009). Estos estudios también
han relacionado SNPs en otros genes con una mayor incidencia de gliomas, como por
ejemplo en el gen de la helicasa 1 reguladora de la elongacion de los telomeros

(RTEL1) y en el de la retrotranscriptasa telomerasa (TERT).

Diversos modelos murinos han proporcionado mas evidencias respecto a la importancia
de las alteraciones de p53 y RB en la gliomagénesis, demostrando que la pérdida de
cualquiera de estos supresores tumorales puede iniciar directamente la formacion de
glioma, disminuir la latencia libre de enfermedad y/o aumentar el grado tumoral, en
varios contextos experimentales (Dai et al., 2001; Hu et al., 2005; Reilly et al., 2000;
Zhu et al., 2005; Weiss et al., 2003; Xiao et al., 2002; Zheng et al., 2008).

3.4.1. Via de seializacion del gen RB

Recientemente, se ha demostrado que la via RB estd alterada en el 78% de los
glioblastomas primarios. Estas alteraciones en la via, incluyen la delecion homocigotica
y la mutacion de CDKN2A (p16INK4a), la mutacion o delecion de RB1 (RB) y la
delecion homocigotica de CDKN2B (p15INK4b) y CDKN2C (p18INK4C). Por otro
lado, CDK4, CDK6, y CCND2 (ciclina D2) sufren amplificaciéon génica en un 18% de
GBMs. La proteina RB1 controla la progresion a través de G1 a la fase S del ciclo
celular. El complejo CDK4 y CDK6 fosforila la proteina RB1, la determinacion de la
liberacién del factor de transcripcion E2F que activa los genes implicados en la

transiciéon G1-S.
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3.5. Tratamiento del GBM

Aungque la investigacion clinica ha sido muy activa para encontrar mejores métodos de
tratamiento para el GBM durante los ultimos afios, el pronostico del GBM permanece
extremadamente pobre. Son varios los factores que complican el pronéstico. Ante todo,
el cerebro es un 6rgano sensible y complejo, susceptible a dafios causados por cirugia y
quimioterapia. Por otro lado, las células tumorales GBM muestran una alta resistencia a
la quimioterapia y otras terapias convencionales. La barrera hematoencefalica limita las
posibilidades de tratamiento, ya que muchos medicamentos no pueden atravesarla y

actuar directamente en el tumor (Lawson et al., 2007).

La terapia comun para los pacientes con GBM es la cirugia, la radioterapia y la

quimioterapia.

La naturaleza extremadamente infiltrante del GBM hace que la extirpacion quirrgica
completa sea imposible. Para ello, se ha avanzado en un tipo de cirugia que permite
destacar toda area tumoral, incluso las infiltrantes y lesiones dispersas. El equipo de
Diez-Valle y cols (Valle et al., 2012) ha utilizado un método novedoso acerca de la
reseccion del tumor. El método consiste en cirugia guiada por fluorescencia; utilizaron
un microscopio Zeiss © Pentero después de la administracion de Gliolan ©. La
diseccion del tumor se lleva a cabo a lo largo de la frontera del tumor definida por
fluorescencia siempre que sea posible. La cirugia guiada por fluorescencia permite

identificar porciones de tumores viables e invasivos.

El tratamiento con agentes quimioterapéuticos induce dafios en el ADN y da lugar a la
muerte celular. Por ello, la radioterapia concurrente y el agente alquilante oral de
temozolamida (TMZ) se ha convertido en el estindar de tratamiento para los pacientes

con diagndstico de GBM.

Los agentes quimioterapéuticos utilizados con mas frecuencia son carmustina (BCNU)
y la TMZ. Los agentes alquilantes son mas activos en la fase de reposo de la célula por
ello estos farmacos no son especificos del ciclo celular. Su efecto citotoxico ha sido
principalmente atribuido a la metilacion de la posicion O6 de la guanina. La metilacion
del promotor del gen MGMT (O6-metil-guanina metil transferasa) posee valor
predictivo positivo al tratamiento, por ello, predice una mayor supervivencia, ya que el

estado de metilacion de la region promotora del gen MGMT es independiente del
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tratamiento recibido. Los multiples entrecruzamientos entre guanina y citosina pueden
dar lugar a roturas en el ADN que a su vez son procesadas por el sistema de reparacion
de genes. Los genes MMR provocan la induccion de p53 y p21 seguida de muerte
celular por apoptosis y necrosis (Fischhaber et al., 1999; Gerson, 2002; Denny et al.,
1994).

Quimioterapia v evolucion en el GBM recurrente

Una vez que recidiva el GBM, las opciones terapéuticas suelen encontrarse limitadas y
no existe ningun tratamiento de referencia aceptado de manera universal. So6lo es

posible el mismo tratamiento explicado anteriormente.

Los factores pronosticos mas importantes son la edad, el estado funcional, el uso de
esteroides y el tamafno/nimero de lesiones que mejoran (Gorlia et al., 2012, Carson et
al., 2007). Otros factores de relevancia pueden ser la repeticion de la reseccion (carga

tumoral) y el estado de metilacion del promotor gen MGMT.

Muchos pacientes muestran un deterioro rapido en el momento de la recidiva, lo que
hace que el tratamiento no sea eficaz. Algunos pacientes manifiestan recidivas que
permiten una nueva reseccion, aunque la mayoria presentan lesiones inaccesibles a la
cirugia (por ejemplo, afectacion del cuerpo calloso, lesiones profundas o lesiones en
regiones elocuentes). También se esta trabajando con la re-irradiacion, a pesar del riesgo
de neurotoxicidad acumulada, y esta estrategia resulta viable en los pacientes con
lesiones de tamafio limitado (Veninga et al., 2001). No obstante, la eficacia de la re-
irradiacion en el GBM es discutible. Normalmente se recomienda el uso de
quimioterapia en caso de enfermedad recurrente. Tanto las nitrosureas (especialmente
lomustina) como TMZ constituyen alternativas en determinados pacientes. Los estudios
sobre el retratamiento con TMZ en el momento de la recidiva indican que esta estrategia
puede ser eficaz en pacientes seleccionados: especialmente tras un intervalo sin
tratamiento o en presencia de metilacion del promotor de MGMT (van den Bent & Taal,

2014).

Las nitrosureas se utilizan mucho en el GBM recurrente, en particular, lomustina

(CCNU), aunque también fotemustina (Brandes et al., 2009). Actualmente se utiliza
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lomustina como fiarmaco de comparaciéon en muchos ensayos aleatorizados y
controlados; por ejemplo, estudio REGAL, estudio sobre enzastaurina y ensayo
holandés BELOB, aunque también en el estudio en curso de la EORTC 26101 (Wick et
al., 2010, Batchelor et al., 2013, Taal et al., 2014).

Aunque el bevacizumab es un inhibidor de la angiogénesis, se utiliza con frecuencia en
el GBM recurrente. Un primer estudio fase II controlado reveld una actividad limitada
con bevacizumab en monoterapia, asi como indicios preliminares de actividad de la
combinacion de bevacizumab y lomustina, aunque se esta a la espera de los resultados

del estudio fase III confirmatorio de la EORTC (Taal et al., 2014).

En conclusion, con los tratamientos actualmente disponibles, el GBM recurrente sigue
suponiendo una necesidad clinica insatisfecha y, para poder satisfacer esa necesidad,

han de investigarse nuevos farmacos.

Otros estudios y avances en el tratamiento de los GBM

Algunos estudios han demostrado que la esperanza de vida media de los pacientes
diagnosticados con GBM se puede extender a un promedio de 2 afios, si los pacientes
son tratados con agentes quimioterapéuticos (Stewart, 2002). Sin embargo, la aparicion
de GBM recurrente se produce a menudo y éstos tienden a ser menos sensibles a
agentes quimioterapéuticos tal como demostraron Wong y su grupo sefialando que sélo
un 6% de tumores GBM recurrentes respondieron a la quimioterapia (Wong et al.,

1999).

En un estudio realizado por Jaeckle et al. se ha demostrado que los pacientes con GBM
con altos niveles de metilacion de MGMT presentaban una esperanza de vida media de
8 meses, sin embargo, pacientes con bajos niveles de metilacion tenian una esperanza de

vida media 4 veces mayor (Jaeckle et al., 1998).

Por otro lado, la pérdida de la proteina p53, punto de control del ciclo celular, se ha
descrito como otro mecanismo comun de resistencia del GBM (Bocangel et al., 2002).
Deleciones en los inhibidores de las quinasas dependientes de ciclina, como CDKN2A,

o la pérdida de 10q, conducen a una respuesta mdas reducida a los agentes

49



Introduccion

quimioterapéuticos (Ino et al., 2001, Cairncross et al., 1998, Bissola et al., 2002, Smith
et al., 2000).

Las células madre en GBM humano como el factor de resistencia v recurrencia tumoral

Recientes hallazgos identifican la existencia de un origen del GBM derivado de células
madre de gliomas (Ignatova et al., 2002). Las células madre de glioma (Glioma Stem

cells) son cruciales para su malignidad. (Patrawala et al., 2005, Holland et al., 2000).

El tratamiento de GBM con los métodos estdndar parece conducir a la resistencia a la
quimioterapia y radioterapia. Las células madre pueden ser detectadas y aisladas
utilizando el marcador CD133. Liu et al demostraron que las células positivas para
CDI133 muestran altos niveles de ARNm de genes que inhiben la apoptosis y son
significativamente resistentes a los agentes quimioterapéuticos como TMZ o BCNU
(Liu et al., 2006). Ademas, s6lo pequeiias fracciones de GSCS son necesarias para

regenerar el tumor.

La recurrencia de los tumores GBM est4, por tanto, muy probablemente provocada por
las células madre resistentes, después de la cirugia y de la terapia posterior, ya que se ha
demostrado que la expresion de CD133 es significativamente mayor en el tejido GBM

recurrente en comparacion con los tumores recién diagnosticados (Tang et al., 2007).

Las alteraciones en el genoma durante la gliomagénesis, junto con mecanismos
celulares de resistencia a la quimioterapia, conducen a un mal pronodstico y una vida
media menor de los pacientes con GBM. Por lo tanto, es necesario investigar nuevas
vias de tratamiento contra el GBM ademas de la cirugia, la radioterapia y la

quimioterapia, pues éstas se han mostrado insuficientes.

En este sentido, los virus oncoliticos constituyen una nueva oportunidad terapéutica,
estando en constante proceso de investigacion para llegar a conseguir virus realmente

eficaces contra los GBMs.
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4. ADENOVIRUS

4.1. Introduccion

Hasta principios del siglo XX, la terapia del cancer se limita a la extirpacion del tumor
mediante la cirugia. La radioterapia, la quimioterapia y la inmunoterapia se introducen
poco a poco como nuevas estrategias de tratamiento. Los virus contra el cancer

comenzaron a utilizarse a finales del siglo XX.

Estos virus estan disefiados para seleccionar, replicarse en las células cancerigenas y
matarlas sin dafar las células normales. La liberacion de la progenie de estos virus lisa
las células tumorales resultando en un aumento exponencial de los virus inoculados,

potencialmente consiguiendo una regresion del tumor.

En los primeros ensayos clinicos con adenovirus oncoliticos se demostr6 la seguridad
de esta terapia, incluso bajo administracion intravenosa. Sin embargo, estos virus tenian
una limitaciéon para difundir eficazmente en los tumores solidos. Ademas, los
adenovirus oncoliticos se enfrentan a las barreras de transporte en el intersticio del
tumor, debido en parte a su gran tamafio (90 nm), mucho mayor que los farmacos
quimioterapéuticos. También, el tumor so6lido presenta caracteristicas unicas que
dificultan el transporte de macromoléculas. Entre ellos, la presencia de alta cantidad de
la matriz extracelular (ECM) y de la presion del fluido intersticial en el intersticio del
tumor son las principales barreras frente al transporte de farmacos (Guedan et al.,

2010).

Estructura del virus v ciclo vital

Los adenovirus fueron descubiertos en 1953 y desde entonces, mas de 47 serotipos
humanos de la familia Adenoviridae se han identificado y han demostrado ser
responsables de una variedad de enfermedades, incluyendo enfermedades de las vias
respiratorias superiores, conjuntivitis epidémica y gastroenteritis infantil (Rowe et al.,

1953).

La mayoria de los estudios sobre la estructura de los adenovirus se han hecho con los

serotipos humanos 2 y 5, y han puesto de manifiesto que los adenovirus son particulas
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icosaédricas (20 superficies triangulares y 12 vértices) de 70-90 nm de didametro (Figura

5).
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Figura 5. Estructura del adenovirus. A. Modelo tridimensional de un adenovirus con una estructura
icosaédrica. B. Representacion de un virion de adenovirus. Representa tanto la estructura de las proteinas
de la capside como del nucleo.

El virion tiene una envoltura proteica (capside) compuesta por 252 subunidades
capsoémero, compuestos por 240 hexones y 12 pentones. Cada hexén estd rodeado por 6
subunidades de pentonas, mientras cada pentoén estd rodeado por 5 subunidades de
hexonas y tiene una fibra que sobresale de su vértice. La fibra contiene proteinas de
adherencia virica. Tanto la pentona como la fibra son inmundgenos y contienen

antigenos especificos de tipo (Tabla 1).

Dentro de la capside, hay 4 polipéptidos junto con una unica copia del genoma de ADN
bicatenario unido covalentemente en su extremo 5° terminal de la proteina de

polipéptido.
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Tabla 1. Proteinas virales presentes en los adenovirus.

Principales proteinas de los adenovirus

Gen

Numero

Peso molecular
(kDa)

Funcion

E1A

48

e Activa la transcripcion
genética virica.

e Se une al supresor del
crecimiento celular.

e Altera el crecmiento
celular.

e Inhibe la activacion de
elementos de repuesta
por la via de interferon.

E1B

Se une a p53
o Estimula la
transformacion.
o Inhibe la apoptosis.

E2

Proteina terminal del ADN
e Activa algunos
promotores.

e ADN polimerasa

E3

e Impide la inflamacién
por el TNF-a

E4

Limita el efecto citopatoldgico
del virus.

AV ARN

o Inhibe la respuesta al
interferon.

Capside

II

120

Antigeno de familia, algunos
articulos de serotipo.

I1I

85

Proteina de la base pentona.

IIIa

66

1A%

62

Fibra
e Adhesiony
hemaglutinacion
e Antigenos de serotipo

VI

24

Proteinas asociadas al hexén.

VIII

13

Proteinas asociadas a la
pentona.

IX

12

Nucleo

48

Proteina nuclear 1

VII

18

Proteina nuclear 2

El genoma adenoviral tiene 36 000 pb de longitud, con capacidad para codificar entre

30-40 genes, y una repeticion terminal invertida (ITR) de alrededor de 100-140 pares de
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bases en cada extremo, que dirige la interaccion del genoma con proteinas

encapsulantes.

El genoma contiene 5 unidades de transcripcion tempranas (E1A, E1B, E2, E3 y E4),
dos primeras unidades retardadas (IX y IVa2) y una unidad tardia principal que se

procesa para generar 5 familias de RNAs tardios (L1- L5).

La proteina E1A activa la transcripcion e induce a la célula a entrar en la fase S del ciclo
celular. La proteina E1B se une a p53 y estimula la transformacién e inhibe la apoptosis.
Las proteinas E2 son conocidas por funcionar en la replicacion del ADN, activan
algunos promotores y la ADN polimerasa (Shenk, 1996). Las proteinas E3 juegan un
papel en la modulacion de la respuesta del huésped anti-viral de adenovirus, impidiendo
la inflamacion por TNF-o (Ginsberg et al., 1989). Las proteinas E4 limitan el efecto

citopatologico del virus.

Las proteinas tardias son los componentes de la capside, o proteinas implicadas en el

montaje de la capside.

El ciclo de vida de adenovirus (Figura 6) comienza cuando las fibras pentonas de
adenovirus se unen al receptor de superficie celular de alta afinidad. Los dos receptores
actualmente conocidos son el receptor CD46 (Gaggar et al., 2003), para los serotipos de
adenovirus humano del grupo B y el receptor de virus coxsackie y adenovirus (CAR)
(Bergelson et al., 1997; Gaggar et al., 2003), un miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. A continuacién, se produce la interaccion secundaria, en la cual un
motivo RGD dentro de la proteina de la base pentona interactiia con las integrinas av33
y avB5 (Wickham et al., 1994; Mathias et al., 1994). Se internaliza y una vez dentro de
la célula, se produce una caida del pH dentro de los endosomas y un cambio
conformacional en la estructura de la cépside del virus. Después, se libera en el
citoplasma (Wickham et al., 1994; Wiethoff et al., 2005). Posteriormente, se dirige al
nucleo a través de los microtubulos y dineina (Leopold et al., 2000). Cuando la capside
alcanza la membrana nuclear, se asocia con la matriz nuclear a través de la interaccion
con la proteina terminal (Fredman & Engler, 1993). Entonces el genoma entra en el

nucleo y comienza la transcripcion de genes tempranos.

El proceso de la transcripcion génica temprana comienza con la produccion de la

proteina viral E1A desde el promotor constitutivo El1 y tiene 3 consecuencias
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principales. La primera consecuencia es la entrada de la célula en la fase S del ciclo
celular, que es cuando el ADN se replica, y esto se logra de distintas maneras,
incluyendo la inhibicién de pRB por E1A, la inhibiciéon de p53 por EIB-55K y la
inhibicion directa de la apoptosis por Bcl-2 homologo E1B-19K. La segunda
consecuencia es la inhibicion de las respuestas anti-virales. Por ello, se inhibe el
interferon BB que responde a la proteina E1A. Esto provoca la retencion de moléculas del
complejo MHC I en el reticulo endoplasmico por E3-gp19K. También, se inhibe TNF-a
por el complejo E3 14.5K / 10.4K. Consecuencia de ello es que se inhibe la apoptosis
mediada por Fas de las células infectadas y la inhibicion de la caspasa 8 que desempefia
un papel en la apoptosis (Chen et al., 1998). La tercera consecuencia es la sintesis de los

productos génicos necesarios para la replicacion del ADN viral.

Una vez que los productos de los genes tempranos estan sintetizados, los procesos
requeridos para la produccion del virus son capaces de comenzar. La replicacion del
ADN se produce en el nucleo y después de la transcripcion de los transcritos de los
genes tardios IX y IVa2, el promotor tardio principal se activa por el producto del gen
IVa2 y promueve la produccion de especies de ARN finales. Las especies de ARN
finales se traducen para producir proteinas de la capside dentro del citoplasma, pero el

ensamblaje de la capside no se produce hasta que estas proteinas se traslocan al ntcleo.

El ensamblaje del virus y el embalaje del genoma se producen en el nucleo y el
adenovirus no puede ser liberado de la célula hasta que se lisa. Esta lisis celular requiere
la interrupcion de los filamentos intermedios (que son componentes del citoesqueleto),

tales como vimentina y citoqueratina K18, y resulta en el colapso de la célula.
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Figura 6. Ciclo de vida del adenovirus. La fibra del adenovirus se une a su receptor primario (CAR) (1)
después de lo cual la base pentdn interactiia con los receptores secundarios (integrinas avp3 y avp5) (2) y
a su vez desencadena el proceso de endocitosis (3). Una vez que la acidificaciéon del endosoma
desencadena un cambio conformacional en la capside viral (4) el virus se libera en el citoplasma y se
transloca al (5) ntcleo. El genoma viral entra en el nucleo (6) y desde su ubicacion episomal se inicia la
transcripcion (7), a continuacion se replica (8). Productos génicos virales se producen en el citoplasma
después de la traduccion (9) y proteinas de la capside se localizan en el nucleo donde se produce el
ensamblaje del virus (10). Los virus entonces pueden ser liberados de la célula después de la lisis (11).

4.2. Adenovirus Oncoliticos

4.2.1. Delta-24-RGD

Este adenovirus presenta la delecion de 24 pares de bases en la region E1A (Ela-A24).
Ademas, el adenovirus Delta-24-RGD (Figura 7) se dirige a las células deficientes en
Rb (células tumorales) debido al promotor endégeno de E1A que lo hace selectivo para
este tipo de células. Ademads, presenta el motivo RGD (Arg-Gly-Asp) en la Fibra, que
permite el reconocimiento de las integrinas avB3 y avp5 para su internalizacion en las
células tumorales, ya que éstas carecen o no expresan suficientemente el receptor CAR

(Receptor de virus Coxsackie y de adenovirus).
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Figura 7. Representacion del adenovirus Delta-24-RGD.

Las células madre tumorales del cerebro (BTSCs) se identificaron como la raiz para la
iniciacion del tumor y resistencia a las terapias (Galli et al., 2004; Singh et al., 2003).
En 2004, Fueyo y cols, al aislar estas células del cerebro de gliomas malignos humanos
quirtrgicos, concluyeron que era necesario desarrollar nuevas terapias que puedan
erradicar esta subpoblacion y mejorar el prondstico de los pacientes con tumores
cerebrales. Su grupo informd con anterioridad el efecto antiglioma del adenovirus
oncolitico Delta-24-RGD (Alonso et al., 2012). Este virus es selectivo de las células
tumorales y fue probado en un ensayo clinico fase I en pacientes con gliomas malignos.
También demostraron que el virus Delta-24-RGD infecta, se replica e induce la muerte
celular en las células madre tumorales (Alonso et al., 2012). Curiosamente, se observo
que las células infectadas con el adenovirus entran en autofagia. La vacuolizacién
citoplasmatica esta relacionada con la autofagia y podria ser parte del proceso de lisis

(Alonso et al., 2012).

El genoma del virus Delta-24-RGD que incluye una delecion de 24 pb en la region del
gen E1A que codifica los aminoacidos responsables de la unién a proteinas RB y
muestra una mayor infectividad a través de la insercion de un motivo RGD al bucle de
Fibra HI (Alonso et al., 2012). El virus Delta-24-RGD demostré ser muy eficaz en la
induccion de la supresion de tumores cerebrales en ratones (Jiang et al., 2007). Ademas,
este virus también es un agente terapéutico eficaz contra BTSCs. En xenoinjertos
derivados de BTSC tratados con Delta-24-RGD, se identificaron proteinas virales, lo
que sugiere que este virus es un posible tratamiento para los gliomas humanos tratados

con adenovirus oncoliticos en los ensayos clinicos futuros (Jiang et al., 2007).

Por todo ello, hemos utilizado el virus Delta-24-RGD contra el GBM, para comprobar
la eficacia antitumoral de este virus. También se comparé su efecto antitumoral con el

del adenovirus VCN-01.
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4.2.2. VCN-01

Tal y como se ha comentado previamente, la matriz extracelular es muy resistente frente
a la liberacion y propagacion tanto de los tratamientos como de los virus. Por ello, para
mejorar la propagacion de los virus, una estrategia podria consistir en degradar la matriz
extracelular con enzimas proteoliticas. Se comenz6 degradando la matriz extracelular,
pre-tratando los tumores con tripsina o colagenasa, y se vio que la distribucion viral era

mejor después de la administracion intratumoral (Guedan et al., 2010).

Por ello, se disend un virus con una replicacion competente que expresaba relaxina,
hormona peptidica que modula los niveles de colageno. Se comprob6d que la
degradacion de la matriz extracelular mejoraba la distribucion de los virus y por tanto,

la supervivencia de los ratones (Guedan et al., 2010).

El 4cido hialurénico es un importante elemento estructural de la matriz extracelular. Es
un glicosaminoglicano de alto peso molecular que consiste en unidades repetidas de
disacaridos. La degradacion del 4cido hialurénico con hialuronidasa ha demostrado que
mejora la accion de los agentes quimioterapicos en los pacientes (Baumgartner et al.,

1998).

Por tanto, se probo la coadministracion de hialuronidasa con un adenovirus replicativo y
competente, resultando en una mejora de la distribucion y de la potencia viral (Ganesh

et al., 2008).

El virus VCN-01, constituido por el grupo de Alemany (Guedan et al., 2010), es un
adenovirus de replicacion competente y selectiva en células tumorales. Uno de los
motivos por los que no infecta a células normales es que presenta la modificacion
RGDK. Las células tumorales tienen una baja expresion del receptor CAR. La expresion
del receptor CAR tiende a correlacionar inversamente con el potencial maligno de las
células tumorales, incluyendo las de GBM (Giaginis et al., 2008). La modificacion
RGDK resulta del reemplazo del dominio de KKTK con el motivo RGD. Esta
modificacion, en el bucle HI de la proteina fibra, promueve la interaccion de la fibra con
la integrinas avB3 y avp5, evitando el receptor CAR, que es deficiente en las células
tumorales (Iguchi et al., 2012). Permite, por tanto, a estos virus internalizarse en las

células tumorales.
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En la terapia viral del céancer, los niveles de CAR (receptor de virus coxsackie y
adenovirus) y Arg-Gly-Asp (RGD) e integrinas de unidén, son los principales
determinantes de eficiencia de la transferencia génica adenoviral. Por ello, las células
tumorales difieren significativamente del tejido normal en la expresion de CAR. Esto se
ha demostrado en lineas celulares y tejidos primarios de distintos tumores, entre ellos
los tumores cercbrales (Li et al., 1999). Al igual que con otros tipos de cancer, de
diferentes niveles de malignidad, los gliomas exhiben diferente expresion de CAR, y
estan inversamente relacionados. La expresion de CAR estd disminuida en gliomas
malignos (Miller et al., 1998, Asaoka et al., 2000) y es apenas detectable en
astrocitomas de alto grado (tumores de grado IV o GBM) (Fuxe et al., 2003). Ademas,
la expresion de CAR también se correlaciona con la eficacia de la infeccion adenoviral

(Lamfers et al., 2002; Miller et al., 1998).

Este adenovirus VCN-01 esta basado en el ICOVIR-15K que tiene una mutacién en
E1A, delecion de 24 pares de bases en la region de E1A (Ela-A24). La modificacion
RGDK, resultdé en un aumento de la bioviabilidad y una mayor eficacia antitumoral
respecto del virus parental, ICOVIR-15K (Rodriguez-Garcia et al., 2015). Por otro lado,
el adenovirus ICOVIR-5 es un virus oncolitico en el cual el promotor enddgeno E1A se
ha reemplazado por el promotor humano E2F-1 aislado con DM-1 (myotonic dystrophy
locus insulator), y del cual se ha construido el adenovirus ICOVIR-15K. La selectividad
del adenovirus ICOVIR-15K se consigue con la insercion de 8 sitios de union a E2F,
que permite una replicacion selectiva en células tumorales con la via de sefalizacion
pRB alterada, y un sitio de unién a Spl en el promotor endogeno de E1A. Ademas
contiene el péptido RGDK en el bucle HI de la proteina Fibra y una delecion de 24
pares de bases en la region E1A (Ela-A24).

Por tanto, para la constitucion del virus VCN-01, se insertaron ocho sitios de union a
E2F y un sitio de unién de Spl en el promotor endégeno de E1A que lo hace selectivo
para la replicacion en células tumorales que tienen la via de sefializacion de la proteina

del retinoblastoma defectuosa (Guedan et al., 2010).

A continuacion se representa la estructura del adenovirus ICOVIR-5 y del adenovirus
ICOVIR-15K, en el cual se basa, en parte, la estructura del adenovirus VCN-01 (Figura
8).
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ICOVIR-5
LITR DM EZ2Fp KE1A-A24 MLP 11 12 L2 14 IS RITR
O ——a
Fiber RGD
ICOVIR-15K
LITR 415p E1A-A24 MLP 11 1z L3 L4 L5 RITR
HH H - +—=
Fiber RGDK

Figura 8. A. Representacion del adenovirus ICOVIR-5, adenovirus parental del adenovirus ICOVIR-
15K. B. Representacion del adenovirus ICOVIR-15K, adenovirus parental del adenovirus VCN-01.

El virus VCN-01 expresa la enzima hialuronidasa PH20 que expresa bajo el control del
promotor principal tardio (MLP), es un glicosilfosfatidilinositol (GPI)-anclada,
encontrada en espermatozoides de mamiferos. La hialuronidasa PH20 humana tiene la
capacidad de degradar el acido hialurénico a pH de entre 5 y 8, a diferencia de otras
hialuronidasas humanas (como HYAL1 y HYALZ2) que sélo son activas a pH acido (pH
3-4) (Guedan et al., 2010).

Con el fin de obtener una hialuronidasa soluble, se eliminé de la membrana el motivo
GPI de union a PH20. La expresion de la PH20 soluble a través del virus mejora su
invasividad. Esta solubilidad se consiguié ya que los virus carecen de la region
hidrofobica responsable de senal de GPI (TMFIVSILFLIISSVASL, secuencia amino-
acidica de la region C-terminal de PH20). La hialuronidasa degrada el 4cido hialurénico
y aumenta la propagacion intratumoral del adenovirus VCN-01 y mejora, por lo tanto,
en gran medida su eficacia antitumoral sin incrementar su toxicidad (Guedan et al.,

2010).

El virus parental del que procede es el adenovirus ICOVIR-17. El adenovirus ICOVIR-
17 se construyo a partir del adenovirus AdwtRGD-PH20, que a su vez es un adenovirus

modificado del adenovirus AdwtRGD.
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Por otro lado, al adenovirus ICOVIR-15 se le insertd el ADNc de PH20 del AdwtRGD-
PH20. El adenovirus-15 es igual que el adenovirus ICOVIR-15K pero sin la
modificacién del motivo RGD, por lo que no tiene la lisina (K) en la fibra (RGDK).

Por tanto, este adenovirus (ICOVIR-17) contiene un cassette de PH20 insertado hacia el
gen de la fibra, que consiste en una secuencia que permite el empalme (splice acceptor,
SA), una secuencia kozak (k) en frente del ADNc de PH20 y la secuencia de
poliadenilacion (pA) (Guedan et al., 2010). Por tanto, el adenovirus ICOVIR-15 con el

cassette de expresion de la hialuronidasa PH20 es el adenovirus ICOVIR-17.

A continuacion, se representa la estructura del adenovirus AdwtRGD-PH20 (Figura 9)
del cual, junto con el adenovirus ICOVIR-15 se ha construido el adenovirus ICOVIR-

17.

A
AdwtRGD-PH20
LITR Ela MLR L1 13 L4 PH20 pA RITR
OO
FiberRGD SA K
ICOVIR-17
LUTR  415p E1A-A24 MLP 12 L3 L4 FiberRGD PH20 pA RITR

>-1HHHI—II—I-EH:I-I—I

Figura 9. A. Representacion del adenovirus AdwtRGD-PH20. B. Representacion del adenovirus
ICOVIR-17, adenovirus parental del adenovirus VCN-01.

Se ha demostrado in vivo que el aumento de la resistencia, en el torrente sanguineo,
asociada con la modificacion RGDK de la fibra y la degradacion del acido hialuronico
favorecida por la expresion de la hialuronidasa, aumenta el efecto antitumoral sin

aumentar la toxicidad de los virus parentales (Rodriguez-Garcia et al., 2015).

A continuacion, se representa la estructura del adenovirus VCN-01 (Figura 10).
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VCN-01
LTR  415p E1A-A24 MLP 13 L4 Fiber RGDK PH20 pA RITR

>-1HHHI—|I—I-EH:|-H

Figura 10. Representacion del adenovirus VCN-01.

El grupo de Alemany y cols evalu6 la seguridad y eficacia del adenovirus VCN-01
(Rodriguez-Garcia et al., 2015). Primero, hicieron una caracterizacion del virus;
evaluaron la combinacion del efecto de RGDK y la hialuronidasa del virus VCN-01
comparandolo con el ICOVIR-15k y el [ICOVIR-17 (virus parentales) en distintas lineas
tumorales. Obtuvieron una citotoxicidad similar (IC50) del VCN-01 respecto a sus virus
parentales. También estudiaron si la replicacion era selectiva de células tumorales. Los
ensayos se realizaron en fibroblastos quiescentes y demostraron que el virus VCN-01
era menos citotoxico que el adenovirus, no selectivo, AdwtRGDK. Ademas, obtuvieron
los mismos niveles de citotoxicidad del adenovirus VCN-01 y el control negativo no
replicativo, AATLRGDK, en islotes cancerosos de pancreas de pacientes. El adenovirus

de tipo salvaje, adenovirus AdwtRGDK, se replica en los islotes de pancreas normales.

Por otro lado, evaluaron la toxicidad del virus en una administracion sistémica en
ratones inmunocompetentes. Compararon el virus ICOVIR-17 con el VCN-01 y
utilizaron el adenovirus 5, wild type (Adwt). Comprobaron el peso, las enzimas
hepaticas ALT y AST, parametros hematologicos y la viremia en distintos momentos.
El adenovirus 5 mostr6 una alta toxicidad y el adenovirus VCN-01 mostr6 una toxicidad
similar al [COVIR-17. La viremia evaluada fue mayor en los ratones tratados con el
virus VCN-01. Ademas, estudiaron la inmunidad innata y los ratones presentaron

niveles de citoquinas elevados, como IFN-y, IP-10, IL-6 y TNF-a.

También evaluaron la toxicidad sistémica en hamsteres sirios, ya que son mas tolerantes
a los virus que los ratones. Comprobaron que los parametros que evaluaron (peso, AST,
ALT, ALP, tiempo de protrombina), variaron de forma dosis-dependiente. Ademas,
analizaron la biodistribucion del virus VCN-01 en una administracion sistémica en
ratones. Comprobaron como el virus VCN-01 se encontraba en mayor proporcion en los
tumores que en el higado, al contrario que el resto de adenovirus, que tienen un
tropismo mayor por el higado, disminuyendo la efectividad contra los tumores.

Finalmente, analizaron la actividad antitumoral del virus VCN-01 por via sistémica y a
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través de administracion intratumoral. Compararon el virus VCN-01 con el ICOVIR-
17. Los tumores de los ratones tratados con el virus VCN-01 fueron significativamente
menores que los tumores de los ratones tratados con el virus ICOVIR-17 en ambos

estudios.

Por todo ello, hemos utilizado el virus VCN-01 contra el GBM, para comprobar la

eficacia antitumoral de este virus.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La descripcion de los distintos tumores cerebrales y sus alteraciones genéticas ha
demostrado ser una herramienta importante para la mejora en el diagnostico y
clasificacion de los pacientes que los padecen. Sin embargo, los avances en el
tratamiento de estas enfermedades no han ido a la par y a pesar de todos los esfuerzos

terapéuticos estos pacientes siguen sucumbiendo a la enfermedad.

Por lo tanto, es obvio que el tratamiento de los tumores cerebrales malignos es
subdptimo y se necesitan nuevas estrategias terapéuticas mas eficaces que alarguen no

solo la vida de los pacientes, sino también la calidad de la misma.

Los adenovirus oncoliticos disefiados para replicarse y destruir a las células tumorales
representan una estrategia terapéutica muy prometedora que podria mejorar el
pronostico de los pacientes con estos tumores. Delta-24-RGD y VCN-01 son adenovirus
oncoliticos disenados para replicarse especificamente en células que presentan
alteracion de la via de RB. Ademas, el virus VCN-01 incorpora la enzima hialuronidasa

que le permite una mejor distribucion en el tumor.

Hipotetizamos que los adenovirus oncoliticos Delta-24-RGD y VCN-01 seran eficaces,
no solo contra el grueso del tumor, sino también contra las células madre tumorales

responsables de la recurrencias.
Para demonstrar nuestra hipdtesis planteamos los siguientes objetivos:

Objetivo 1: Analizar y comparar el efecto del virus Delta-24-RGD y VCN-01

en Tumores Embrionarios Neuroectodérmicos Supratentoriales.

Objetivo 2: Evaluar el efecto antitumoral del virus VCN-01 en glioblastoma

multiforme de adultos.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES

1.1. Lineas celulares

Para el estudio del efecto antitumoral de los adenovirus oncoliticos Delta-24-RGD y
VCN-01 en tumores neuroectodérmicos primitivos (PNETs) se han utilizado las lineas
celulares PFSK-1 y SK-PN-DW. Estas lineas se obtuvieron de la American Type
Culture Collection (ATCC). La linea celular PFSK-1 fue mantenida con el medio de
cultivo RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium) (Gibco ®, Life Technologies,
NY, EE.UU). La linea celular SK-PN-DW fue mantenida con el medio de cultivo
DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) (Gibco ®, Life Technologies, NY,
EE.UU). Ambas lineas fueron suplementadas con suero fetal bovino (Gibco ®, Life
Technologies) al 10% y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco ®, Life Technologies,
NY, EE.UU). La linea celular SK-PN-DW, ademas fue suplementada con EGF (20
ng/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU), bFGF (20 ng/ml, BIONOVA s.l.
Cientifica, Madrid, Espafia) y B27 (1:50; Gibco ®, Life Technologies, NY, EE.UU).
Ambas fueron cultivadas en una atmdsfera humidificada que contiene 5% de CO, a

37°C.

Por otro lado, para el estudio del efecto antitumoral del virus VCN-01 en GBM, se han
empleado seis lineas celulares de este tipo tumoral (A172, U373 MG, U251 MG, T98G,
SNB19 y U87 MG) que fueron obtenidas de la ATCC. Fueron mantenidas con el medio
de cultivo DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium)/F12 (Gibco ®, Life
Technologies, NY, EE.UU) (1:1, v/v) suplementado con suero fetal bovino (Gibco ®,
Life Technologies) al 10% y 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco ®, Life
Technologies, NY, EE.UU) en una atmosfera humidificada que contiene 5% de CO; a
37°C.

También se evalud el efecto antitumoral del virus VCN-01 en las células obtenidas de
cultivo primario, GSC11 y GSC23. Se mantuvieron en medio de células madre neurales
que contiene DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium)/F12 (Gibco ®, Life
Technologies, NY, EE.UU) (1:1, v/v), suplementado con EGF (20 ng/ml, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU), bFGF (20 ng/ml, BIONOVA s.1. Cientifica, Madrid,
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Espafia), B27 (1:50; Gibco ®, Life Technologies, NY, EE.UU) y 1% de
penicilina/estreptomicina en una atmoésfera humidificada que contiene 5% de CO; a

37°C.

Por otro lado, la linea 293, linea embrionaria de rifion humano transformada con el
adenovirus serotipo 5 de E1A y la linea GL261, linea de GBM de raton, fue mantenida
con el medio de cultivo DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) (Gibco ®, Life
Technologies, NY, EE.UU) suplementado con suero fetal bovino (Gibco ®, Life
Technologies, NY, EE.UU) al 10% y 1% de penicilina/estreptomicina en una atmésfera

humidificada que contiene 5% de CO, a 37°C.

La linea A549, linea de carcinoma de pulméon humano, se utiliz6 Gnicamente para la
amplificacion viral del adenovirus VCN-01 y se mantuvo en cultivo con medio DMEM
(Dulbecco Modified Eagle Medium) suplementado con suero fetal bovino (Gibco ®,
Life Technologies, NY, EE.UU) al 10% y 1% de penicilina/estreptomicina en una

atmosfera humidificada que contiene 5% de CO; a 37°C.

Las lineas celulares fueron congeladas en criotubos con 90% de FBS y 10% de DMSO
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU) utilizando un congelador de células con
isopropanol que permite disminuir la temperatura 1°C cada minuto hasta -80°C. Las
lineas celulares que no se cultivaron con FBS, se congelaron con un 90% del medio de

cultivo y el 10% de DMSO.

En la siguiente tabla se resumen todas las lineas mencionadas (Tabla 2).
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Tabla 2. Representacion de las lineas celulares utilizadas junto con el origen del que provienen.

Linea celular Origen ‘
Al172 Células de glioblastoma humano
U373 MG Células de glioblastoma humano
U251 MG Células de glioblastoma humano
TI8G Células de glioblastoma humano
SNB19 Células de glioblastoma humano
U887 MG Células de glioblastoma humano
Células madre tumorales neurales
GSC11
de cerebro humano
Células madre tumorales neurales
GSC23
de cerebro humano
GL261 Células de glioblastoma murino
Células de Tumor
PFSK-1
Neuroectodérmico Primitivo
Células de Tumor
SK-PN-DW
Neuroectodérmico Primitivo
Células embrionarias de rifion
293T humano transformadas con el gen
E1A del adenovirus serotipo 5
Células de carcinoma de pulmén
A549
humano

1.2. Adenovirus

Por otro lado, durante este trabajo se han utilizado dos adenovirus. Uno es el adenovirus

Delta-24-RGD y otro es el adenovirus VCN-01.

73



Materiales y Métodos

2. METODOS

2.1. Amplificacion viral

Cabe destacar que para poder realizar estos estudios in vivo e in vitro se tuvo que
amplificar el virus en la linea A549. Se inicid el experimento con una placa p100 con
una confluencia del 80% y se infecté con 6 MOIs del virus VCN-01. A las 48 h se
recogieron las células infectadas y se separd el sobrenadante del pellet. Se anadio
glicerol al 80% al sobrenadante y Tris 10mM pH 8,1 al pellet. Posteriormente, se
hicieron tres ciclos de congelacion (-80°C) y descongelacion (bafio a 37°C) antes de

continuar con el siguiente paso. Este proceso se repiti6 en todos los pasos (Figura 11).

A549

1 placa 5 placas 10 placas 50 placas

—

Sobrenadante con Glicerol (10%) -80°C
Pellet con 1ml de Tris 10mM pH 8,1 -80°C

3 ciclos de congelacion-descongelacion

Figura 11. Pasos seguidos durante la amplificacion viral hasta conseguir el pellet de las 50 placas.

Al finalizar estos pasos, se recogieron las 50 placas y se recuper6 el pellet haciendo las
centrifugaciones necesarias. Se afiadieron 10 ml de Tris 10 mM pH 8,1, se mezcld bien
con el pellet y se congeldo a -80°C. Se hicieron los 3 ciclos de congelacion y

descongelacion y se centrifugd 20 min a 3500 rpm a 4°C.

Para la preparacion de la columna de gradiente de cesio, se pusieron en orden 3 ml de
buffer de cesio 1,5 gr/ml, 7 ml de buffer de cesio 1,35 gr/ml, y finalmente 7 ml de
buffer de cesio 1,25 gr/ml; y se anadid todo el sobrenadante de la centrifugacion del
pellet. Es importante evitar las burbujas y rellenar la columna con Tris 10 mM. Se sell6

la columna y se hizo una ultracentrifugacion a 25000 rpm, 4°C, durante toda la noche.
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Al dia siguiente, se sacd la columna de la ultracentrifuga (Figura 12), pinchamos con
una aguja la parte de arriba de la columna, y mientras con la otra aguja acoplada a la
jeringa se absorbi6 la linea de virus. Respecto a los mililitros de virus cogidos, es
recomendable no recoger mas de 5,2 ml de virus. Los virus recogidos se ponen en un
Falcon de 15 ml y se pesa 1 ml en un Eppendorf, debiendo pesar 1,35 gr. En caso
contrario, si pesa mas, se afiade Tris 10 mM, y si pesa menos, se afiade cesio en polvo

(el limite estd en 1,38 gr o 1,31 gr).

Virus inactivos y particulas virales

Virus activos

Figura 12. Columna obtenida en la primera ultracentrifugacion. Se puede observar la linea de los virus
activos (blanca). También se pueden observar los virus inactivos y las particulas virales (linea rosacea).

A continuacion, preparamos la columna para la segunda ultracentrifugacion. Se afiade el
virus sacado de la centrifugacion anterior y se completa con buffer de cesio 1,35 gr/ml.
Se vuelve a centrifugar a 30000 rpm, 4°C, durante toda la noche. Al dia siguiente se
saco el tubo y se sujetd con el pie de pato. Se repite la operacion del dia anterior, con
una aguja se pincha la parte de arriba del tubo y con otra aguja acoplada en una jeringa
se pincha 2-3 cm por debajo de la linea de particulas virales y se absorbe la linea viral.
En este caso, solo se pueden llevar 3 ml. Se puso el virus en un Falcon de 15 ml y se

incubd en hielo.

Una vez acabadas las centrifugaciones, se comenzo con la cromatografia de exclusion.

1. Primero se procede con la preparacion de la columna (Figura 13):

Se rompe la pipeta de 14 ml por la altura de 12-13 ml. Se pone una pelota de lana de
vidrio en el interior de la pipeta hasta la punta, siempre con las manos previamente

mojadas en etanol. En la punta de la pipeta se pone la punta de una pipeta pasteur de 3
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ml, cortada la punta por la altura de 1,5 ml, y se sella con parafilm. Finalmente se sujeta

la columna en el pie de pato y se pone un reservorio debajo de ella.
2. Compactacion y elucion de la columna:

Se afiade sephadex que se debe ir compactando hasta llegar a los 10 ml. Una vez que se

ha compactado se lava con 10 ml de Tris. La columna nunca debe quedarse seca.

Figura 13. Columna de exclusion compactada con sephadex.

Mientras se compacta y se lava, se puede ir preparando:
e 12 Eppendorf
e 12 cubetas
Se prepara el buffer para las muestras:
> 4888 ul Tris 0,1 My 52 ul SDS 10x
Luego, se anade 380 ul del buffer a cada cubeta y 20 pul de virus de cada fraccion:
También se prepara el buffer blanco:
»396 pul Tris 0,1M y 4ul SDS (10x)

Una vez se ha terminado el lavado, se anade el virus y cuando todo el volumen de virus

ha entrado en la columna, se afiade Tris 0,1 M. En este momento se empiezan a recoger
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fracciones en los Eppendorf numerados previamente. En la primera fraccion se recoge 1
ml y las siguientes fracciones seran de 0,5ml. Se van dejando todas las fracciones en

hielo. Al terminar con la Gltima fraccion se sella la pipeta Pasteur con un mosquito.
3. Comprobacion de la carga viral en las diferentes fracciones:

Se anade 20 ul de cada fraccion en su correspondiente cubeta y se mide la absorbancia

(en una longitud de 260 nm).
v" Los valores superiores de 0,02 implican la presencia de virus.
v" El indice 260/280 indica la pureza del virus y debe estar entre 1,5y 1,3.

Finalmente, se juntan las fracciones donde aparecen los valores virales, y se afiade

glicerol al 10%.

Una vez que el virus se ha purificado hay que comprobar que tiene la secuencia
correcta. Para ello, se extrajo el ADN viral del sobrenadante mediante el kit de Roche ®
High Pure Viral Nucleic Acid Kit y se amplificaron por PCR los genes PH20, fibra,
E1A y E2F, genes caracteristicos del virus VCN-01. Se utilizaron los siguientes

cebadores (Tabla 3):
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Tabla 3. Cebadores utilizados en el anélisis de la secuencia del virus VCN-01 mediante PCR.

PH20 left TACACACTCCTTGCTCCTGG 20 s47c N
PH20 right CTTAGTCTACAGAGGCCAC 20 sesc 0%
Flberl l:tGDK GCCACAGTTAGGGCTTCTGA 20 62oc D%
(v
Fiber RGDK TTACCTCCAATGGCATGCTT 20 sgc PN
right
Flbe; lf(tozak ACGGTACACAGGAAACAGGA 20 s5590c 0%
(¢
Fiber kozak GCAACATGGAATCAGAAGGAA 21 6ooc W%
right
E1A left TGCATGGCGTGTTARATGG 18 5920c 33.33%
E1A right ATGAGACATATTATCTGC 19 62,40C  47,36%
E2F left TTTCTCAGGTGTTTTCCGCG 20  s559Cc 0%
E2F right CAACTTTGACCCCGTACAGC 20 562c N

Las condiciones de los ciclos para las distintas PCR fueron los siguientes:

v" PH20: 10 min a 94°C, 30 s a 94°C, 30 s a 55°C, 1 min a 72°C, 7 min a 72°C y

4°C oo durante 45 ciclos.

v" Fibra RGDK: 10 min a 95°C, 30 s a 95°C, 30 s a 60°C, 1 min a 72°C, 7 min a
72°C y 4°C oo durante 35 ciclos.

v" Fibra Kozak: 10 min a 95°C, 30 s a 95°C, 30 s a 55°C, 1 min a 72°C, 7 min a
72°C y 4°C oo durante 35 ciclos.

v' E1A: 10 min a 95°C, 30 s a 95°C, 30 s a 59°C, 1 min y 30 s a 72°C, 7 min a 72°C

y 4°C oo durante 38 ciclos.

v' E2F: 10 min a 94°C, 30 s a 94°C, 30 s a 55°C, 1 min a 72°C, 7 min a 72°C y 4°C

oo durante 45 ciclos.
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Una vez realizadas las reacciones de PCR, el producto se somete a electroforesis en un
gel de agarosa 1% para comprobar que la PCR ha salido bien, si es asi, se secuencian
los distintos genes. Para la secuenciacion, se purifica el producto de la PCR con el kit de

GE Healthcare Ilustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification kit.

Por otro lado, se comprueba el titulo funcional del virus amplificado. Se realiza por
triplicado un ensayo de replicaciéon comparando con un virus del que ya se conoce el
titulo utilizdndolo como control positivo. Es recomendable obtener titulos elevados de
10, 10" o 10" para poder realizar los distintos experimentos, sobre todo, los

experimentos in Vivo.

2.2. Ensayos de viabilidad celular

Para medir la tasa de proliferacién y supervivencia celular, uno de los sistemas mas
utilizados es el ensayo colorimétrico cuyo reactivo es MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-Difeniltetrazolio Bromuro] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU) (Mosmann,
1983). Se basa en la reduccion metabolica del MTT que se realiza por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa, permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. Por tanto, mide exactamente la supervivencia y la
proliferacion celular. La cantidad de células vivas es directamente proporcional a la

cantidad de formazan producido.

Para analizar la proliferacion de las células de PNETs y GBM, primero, se realiz6 una
curva de crecimiento de 6 dias con distinta cantidad de células. Se sembraron 500
células por pocillo, 1000 células, 1500 células, 2000 células, 2500 células y 3000
células en placas de 96 pocillos, 4 pocillos para cada condicién. Se dejan creciendo
durante 6 dias cambiando el medio en el tercer dia. En el sexto dia se leen usando el
reactivo MTT. La absorbancia tiene que estar entre 0,200 (minimo) y 1,2 (maximo o

saturado).

Las lineas celulares de PNETs (PFSK-1 y SK-PN-DW) fueron sembradas a 2000
células por pocillo por quintuplicado en una placa estéril de 96 pocillos. Al dia
siguiente, las células fueron infectadas con el adenovirus Delta-24-RGD a diferentes

MOIs (Multiplicity of Infection) 5, 10, 25, 50, 100. Posteriormente, estas mismas lineas
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celulares se infectaron a las siguientes MOls: 1, 5, 10, 20, 40, con el adenovirus VCN-
01. Hay que destacar que las lineas celulares que crecen en suspension, como las
neuroesferas y las SK-PN-DW, tuvieron que ser sembradas en placas de 96 pocillos con
laminina para que permanecieran pegadas a los pocillos. Estas placas con laminina se

prepararon de la siguiente manera:

1. Se descongela lentamente la laminina recombinante entre + 2°C y + 8°C antes

de su uso.

2. Se diluye la solucién madre de laminina con 1xDPBS (Ca™/ Mg™) a una

concentracion de 10 mg/ml.
3. Se afiadieron 25 pl/pocillo y se incubo6 a 37°C durante 2h.

4. Después, las placas se guardaron hasta 4 semanas a 4°C, almacenadas de forma
aséptica, afladiendo 1xDPBS adicional (Ca” /Mg para evitar que la placa se
secase. Cuando se utiliza la placa revestida para el cultivo celular, solo se tiene
que aspirar el liquido de recubrimiento y anadir cultivo celular. El revestimiento

de la laminina no requiere lavado antes de su uso.

Las lineas celulares U887 MG, A172, U251 MG, U373 MG, SNB19 fueron sembradas a
1000 células por pocillo por quintuplicado en una placa estéril de 96 pocillos y fueron
infectadas unicamente con el adenovirus VCN-01 a MOIs de entre 0 y 40, siendo 0
MOIs el control negativo. La linea celular T98G fue sembrada a 1000 células por
pocillo e infectada a MOIs de entre 0 y 100. Las células madre neurales GSC23 y
GSCI11 fueron sembradas a 2000 células por pocillo y fueron infectadas con unas MOIs
de entre 0 y 250, por ser mas resistentes. La linea celular GL261 fue sembrada a 1000
células por pocillo y posteriormente fue infectada con MOIs de entre 0 y 500. Se
eligieron las MOIs de 100, 250 y 500 de T98G, GSC11 y GSC23 y GL261, por ser las

lineas celulares mas resistentes. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

La linea celular GL261 se utilizé para comprobar la eficacia del virus en distintas lineas
celulares y ver si hay alguna linea resistente al virus. Al ser una linea celular murina,

aunque el virus infecte esta célula tumoral no seré capaz de replicarse.

La viabilidad celular fue medida 5 dias después usando el reactivo MTT (Sigma-

Aldrich). Se anadi6 20 pl del reactivo MTT por pocillo y se incubaron las células entre
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1-4 horas a 37°C en atmosfera himeda con un 5% de CO; hasta alcanzar el rango lineal
en la reaccion. Se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm, en un
espectofotometro Sunrise Promote (TecanGroup Ltd. Homrechtikon, Suiza), empleando
el programa Magellan. El calculo de las medias se realizO mediante Excel.
Posteriormente, las curvas de dosis-respuesta fueron analizadas utilizando el software
CalcuSyn (Biosoft, Cambridge, UK). Se obtuvo el dato de la IC50, que es la mediana de
la dosis-efecto (la dosis que causa la muerte al 50% de las células, es decir, un 50% de

supervivencia) y la desviacion estandar.

2.3. Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario

La extraccion del ARN total de cada linea celular indicada se realizé con Trizol ® (Life
technologies, Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad del
ARN fue analizada en el bioanalizador Experion de BioRad y cuantificada por medio

del Nanodrop (Nucliber, Madrid, Espafia)

De cada muestra utilizamos 1 ug de ARN para la realizacion de la retrotranscripcion,
paso de ARNm a ADNc. Para ello, utilizamos el kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Life technologies, Carlsbad) en el termociclador Gene Amp PCR
2700 (Perkin Elmer, Walthman, MA) aplicando las siguientes condiciones: 10 min a

25°Cy 2 ha37°C. Después lo mantuvimos a 4°C.

2.4. RT- PCR cuantitativa

Para cuantificar la expresion de los transcritos de ARNm de las proteinas del virus
VCN-01 (PH20 y Fibra) realizamos una PCR cuantitativa. La sintesis del ADNc se
realizd de manera indicada anteriormente. Cada ADN obtenido se analiz6 por triplicado
en el sistema de PCR 7900TH Fast Real-Time utilizando el Master Mix Fast SYBR ®
Green (Life technologies, Carlsbad, CA). La cantidad de ADNc utilizado para las
reacciones variaba entre los diferentes genes, encontrandose en un rango entre 1y 25 ng
de ADNCc por reaccion. Como control interno se utilizo la cuantificacion de GAPDH

humano. Las reacciones se llevaron a cabo con las siguientes condiciones: 20 s a 95°C
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paraelciclo 1,y 15 sa 95°C, 20 s a 60°C durante 40 ciclos. En la tabla 4 se detallan los

cebadores utilizados.

Tabla 4. Cebadores utilizados en el anilisis de la expresion cuantitativa de los genes PH20 y Fibra.

Nombre Secuencia (5°-3")

PH20-left ~ CTTAGTCTCACAGAGGCCAC 20 62°C 35%
PH20-right  CCAGGAGCAAGGAGTGTGTA 20 62°C 55%

Fiber-left ~ ATTTGCCACATCCTCTTACAC 21 60°C 42,8%
Fiber-right ~ CAAACGCTGTTGGATTTATG 20 56°C 40%

El cambio del Ciclo Umbral (ACt o dCT) de cada muestra se calculé como la diferencia
entre el valor Ct del gen de interés menos el valor de Ct de GAPDH (control endogeno).
Es decir, el AACt de cada muestra se obtuvo restando el valor de ACt del estado control
(lineas no infectadas) del valor de ACt del estado del gen en las lineas infectadas.
Posteriormente, se calculd el 2" representando en las figuras 26 y 41, la correlacion
de los genes PH20 y Fibra en las distintas lineas celulares y condiciones (Schmittgen &

Livak, 2008).

2.5. Analisis mediante citometria de flujo de los receptores Integrina avf3,

Integrina avp5S y CAR.

Para analizar la expresion de la superficie celular de las proteinas de membrana, las
Integrinas y CAR, sembramos tanto la linea celular PFSK-1 como la linea SK-PN-DW
en placas de 6 pocillos: unas 250.000 células/pocillo de cada linea. Se recogieron y se
incubaron con el anticuerpo anti-CAR (Santa Cruz Biotechnology ®) (anticuerpo
monoclonal diluido 1:2000), el anticuerpo de raton anti-Integrina humana avp5 (©
Merck Millipore, CA), (diluido 1:400) y el anticuerpo anti-Integrina humana avp3 de

raton conjugado con fluoresceina monoclonal (© Merck Millipore, CA) (diluido 1: 200)
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a 4°C durante 1 hora. El buffer de incubacion consta de PBS, 0,5% BSA, 2 mM de
Hepta). Después se lavo con el buffer de incubacion (PBS, 0,5% BSA 2 mM de Hepta).
Posteriormente, se incubd durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad con un
anticuerpo secundario IgG-FITC (Santa Cruz Biotechnology ®) (dilucion 1:400) que
posee fluorescencia, en el caso de CAR e Integrina avP5. En el caso del anticuerpo
primario de la Integrina avB3 no necesita anticuerpo secundario ya que el primario
posee fluorescencia. Una vez incubado, se volvi6 a lavar con PBS, 0,5% BSA 2 mM.
Las muestras celulares se analizaron mediante citometria de flujo FACSCalibur (Becton
Dickinson [BD], San Jose, CA, USA) usando un laser azul de 488 nm para la
excitacion. La fluorescencia verde se detectd con un filtro de paso de banda de 510-530
nm, y todos los datos de citometria se analizaron con el software BD CellQuest. La
expresion se definidé como alta cuando se expres6d en el 50% o mas de las células

examinadas y baja cuando se expres6 en menos de 50% de las células examinadas.

2.6. Analisis mediante citometria de flujo de la infectividad a través del

dominio RGD del virus

Para analizar la infectividad del adenovirus Delta-24-RGD contamos con un adenovirus
no replicativo que infecta a través del dominio RGD y expresa la proteina verde GFP.
Para ello, se sembraron 1 x 10° células de PNETSs en placas de 6 pocillos y se infectaron
a la vez de la siembra. Las células de PNETs se infectaron con el virus GFP-RGD a
MOIs de 10 y 100. A las 24 horas se recogen y se analiza el porcentaje de células verdes
mediante citometria de fluyjo FACSCalibur (Becton Dickinson [BD], San Jose, CA,
USA) usando un laser azul de 488 nm para la excitacion. La fluorescencia verde se
detectd con un filtro de paso de banda de 510-530 nm, y todos los datos de citometria se
analizaron con el software BD CellQuest. La expresion se definié como alta cuando se
expres6 en el 50% o mas de las células examinadas y baja cuando se expresd en menos

de 50% de las células examinadas.

2.7. Analisis de proteinas mediante Western blot

Para la realizacion de la técnica de Western blot, se infectaron 2x10° células de las
lineas de PNETs con distintas dosis de MOIs con el adenovirus Delta-24-RGD (5, 10,
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50y 100) y las MOIs de 1 y 10 con el adenovirus VCN-01. Las neuroesferas, las lineas
celulares de GBM fueron infectadas a las MOIs de 1 y 10 con el adenovirus VCN-01.
La linea GL261 fue infectada a dos dosis diferentes de MOIs (100 y 300) con el

adenovirus VCN-01. Se utiliz6 como control las células no infectadas.

Se recogieron las células, tanto infectadas como no infectadas, en cultivo mediante
centrifugacion (5 minutos a 500 r.c.f) y se lavaron dos veces con PBS (Gibco). El
precipitado celular se resuspendioé en 100 pl de tampon de lisis (PBS, 1% Triton X-100,
inhibidores de proteasas 1X (Roche Diagnostics)) y se incubd durante 30 minutos a 4°C.
Tras centrifugar a 16.000 r.c.f. durante 10 minutos, la proteina soluble se cuantifico
mediante el método BCA Protein Assay (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA)
segun las instrucciones del fabricante, utilizando la albimina sérica bovina (BSA) (1

mg/ml) (Thermo Scientific, NY, EE.UU) para realizar la curva patron.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) por el método de Laemmli et al utilizando el sistema Mini-Protein 111 (Bio-Rad)
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa utilizando el dispositivo Mini-Trans-
blot de transferencia (Bio-Rad, Berkeley, CA, USA) (Laemmli et al., 1970). El
imnunorevelado se llevd a cabo en cuatro etapas, realizando entre cada una de ellas tres
lavados de 10 minutos cada uno con un tampén PBS-Tween (PBS y 0,1% Tween 20).
Primero, se bloquearon las membranas de nitrocelulosa (Amersham, GE Healthcare,
Little Chalfont, Reino Unido) durante dos horas a temperatura ambiente con tamp6n de
bloqueo (PBST, 5% leche desnatada Sveltesse, Nestlé, Vevey, Suiza). Posteriormente,
se incub6 con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 5) diluido en tampdn de
bloqueo durante dos horas a temperatura ambiente. Seguidamente, se incub6 con el
anticuerpo secundario apropiado diluido (Tabla 6), en tampon de bloqueo durante 1
hora a temperatura ambiente. Finalmente, la visualizacién de las bandas se realizod
mediante quimioluminiscencia (Lumi-Light P"Y> Western Blotting Substrate, Roche
Diagnostics). Como control de carga se utiliz6 la deteccion de GRB2 con un anticuerpo

especifico como se indica en la tabla 5.
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Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados en la técnica de WB.

Anticuerpo Especie Casa Comercial Dilucion
primario
E1A Conejo Santa Cruz 1:1000
Biotechnology ®
Fibra Raton Thermo Scientific, 1:1000
NY, EE.UU
GRB2 Raton Cell Signalling, 1:1000
Danvers, MA

Tabla 6. Anticuerpos secundarios utilizados en la técnica de WB. (HRP, Horseradish peroxidasa).

Anticuerpo Especie Casa Comercial Dilucion
secundario
Anti-IgG de raton- Cabra Promega (Madison, 1:10000
HRP WI, USA)
Anti-IgG de Cabra Promega (Madison, 1:10000
conejo-HRP WI, USA)

2.8. Ensayos de replicacion viral

La replicacion viral, o cuantificacion viral, consiste en contar el nimero de virus en un
volumen especifico para determinar la concentracion virica. Para ello, se sembraron
1x10° células de PNETs, GBM y GL261 en placas de 6 pocillos. Se infectaron a la vez
que se sembraron. Las células de PNETs se infectaron con el virus Delta-24-RGD a la
MOI de 10, dos veces. Por otro lado, estas células también se infectaron con el
adenovirus VCN-01 a las MOIs de 1 y 10, todas en un volumen final de 1 ml. Las lineas
de GBM vy las neuroesferas fueron infectadas con el adenovirus VCN-01 a 1 y 10 MOlIs.
La linea GL261 se infect6 con el adenovirus VCN-01 a 100 MOIs y a 300 MOIs dos
veces. Tres dias después, se recogieron y se continud con el método TCIDs, (tissue
culture infection dose replication assay) para determinar el titulo de la infeccion viral

(Cascallo et al., 2007). Sin embargo, una de las dos veces que se infectd la PFSK-1 y
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SK-PN-DW a 10 MOIs con el adenovirus Delta-24-RGD se recogi6 a las 12 horas. Una

de las dos veces que se infectd la GL261 a 100 MOIs se recogio a las 4 h y este dato se

utilizé como control. Posteriormente, se sometieron las células a:

1.

Tres ciclos de congelacion y descongelacion de las células con el sobrenadante
(medio de cultivo en el que estaban creciendo) que se obtiene al recoger las
células de cada pocillo de la placa de 6 pocillos a su correspondiente Eppendorf

(para cada linea celular y condicion de infeccion).

Posteriormente, se centrifugaron durante 5 min a 4°C y se separd el
sobrenadante de los restos de células. Se mantuvo el sobrenadante en hielo y se

desecharon los restos de células.

Se prepararon las siguientes diluciones de virus (stock) en una placa de 96
pocillos planos por triplicado en un volumen final de 100 pl con medio DMEM

sin suero fetal bovino ni antibioticos.
Stock ------- 104---10° - 10° - 107 === 10® == 107 =—-- 1070 ———- 107"

Se afadieron 100.000 células de la linea celular 293T por pocillo, en un
volumen final de 50 pl utilizando medio DMEM suplementado con 10% de

suero fetal bovino a cada pocillo con las diluciones de virus.
Se incubaron 36 h a 37°C y 5% de COa.

Una vez pasadas las 36 h, se quitd el medio de la placa y se dejo secar los
pocillos durante 5 min. Entonces se afiadieron 100 pl de metanol frio, y se

incub6 durante 10 min a -20°C.

Se retird el metanol y se hicieron 3 lavados a las células con PBS++ (Gibco ®,
Life Technologies, NY, EE.UU) 1% de BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

EE.UU). El ultimo lavado tiene que tener una incubacion de 5 min.

Una vez pasados los 5 min se retird el PBS++ 1% de BSA y se afiadio el
anticuerpo primario 2Hx-2 (Hexo6n) diluido 2 con PBS++ 1% de BSA y se

incubo durante 1-2 h a temperatura ambiente y en oscuridad.

Tras 1 6 2 h se hicieron 4 lavados a las células con PBS ++ 1% de BSA.
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10. Se afadié el anticuerpo secundario, conjugado con un fluorocromo, FITC
(Santa Cruz Biotechnology ®, inc., Texas, EE.UU) diluido 1/400 con PBS++

1% de BSA y se incubo a temperatura ambiente y en oscuridad durante 1 h.
11. Tras 1 h, se lavaron las células 4 veces con PBS ++ 1% de BSA.

12. Una vez hechos los lavados se procedid a cuantificar la replicacion en el
microscopio de fluorescencia. Se calculdo la replicacion viral mediante la

siguiente formula siendo X, la media de los puntos verdes de los tres pocillos.
Pv/ml (Particulas virales/ml) = X Factor de dilucion 10

El calculo de la replicacion viral fue realizado por triplicado, tanto para cada linea

celular de PNETs, GBM, neuroesferas y la linea celular GL261.

2.9. Estudios con animales

La aprobacion ética fue concedida por el Comité de Etica Animal de la Universidad de
Navarra (CEEA; Comité Etico de Experimentacion Animal sobre el nimero de
protocolo CEEA/069-13). Los ratones Nude (nu/nu), hembras de aproximadamente 4-5

semanas y 18 g de peso, se obtuvieron de granjas Harlan Laboratories, Srl, Italia.

Los ratones se dejan durante 1 semana en el animalario para que se habitien al nuevo
ambiente y, para protegerlos, se mantuvieron en jaulas con presion positiva. Una vez
pasada esta semana, se identifican poniéndoles una anilla numerada en una oreja. Se
anestesian con una inyeccion intraperitoneal de una mezcla de ketamina (100 mg/kg) y
xilazina (5mg/kg). Se limpia la zona de la operacion con una solucién de yodo. Se hace
una incision de 2-3 mm a lo largo del lado derecho de la linea media y anterior a la linea
interneural, a la altura de los ojos. Esto deja expuestas las suturas coronal y sagital del
craneo. El punto Bregma esta posicionado en la unidon de estas dos suturas. La entrada
del tornillo guia se marca en un punto 2,5 mm a la derecha y 1 mm anterior a la linea
Bregma. Este punto est4 localizado directamente encima del nicleo caudado. A 1x1 mm
de profundidad se hace un agujero con un taladro de mano directamente con el tornillo
(bolt) estéril a través del craneo hasta la meninge duramadre. En las siguientes figuras

14, 15 y 16 se representa la zona de insercion del tornillo.
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Punto de entrada

Interaural Line

Figura 14. Imagen representativa esquematizada de la posicién del punto tornillo en el craneo del
ratéon, en el punto Bregma. Imagen obtenida de la pagina web www.jove.com. En concreto de la
referencia Jacqueline F. Donoghue, H Journal of Visualized Experiments, 2011 (Donoghue et al., 2011).
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Figura 15. Imagen representativa de la posicién del tornillo guia junto con el método de la
colocacion de éste. Imagen obtenida de Lal. S et al (Lal et al., 2000).
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Driver

Figura 16. Imagen representativa del método de la colocacion del tornillo guia. Imagen obtenida de
Lal. S et al (Lal et al., 2000).

El tornillo se deja directamente ahi para posteriormente inocular las células en ese punto
que sirve de guia (Figura 17). Una vez puesto el tornillo se procede a cerrar la incision
con pegamento quirurgico y se inyecta analgésico subcutaneamente en el lomo del

raton.

Figura 17. Imagen representativa de la posicion del punto tornillo guia en el craneo del ratén, en el
punto Bregma. Imagen obtenida de la pagina web www.jove.com. En concreto de la referencia
Jacqueline F. Donoghue, H Journal of Visualized Experiments, 2011 (Donoghue et al., 2011).

A la semana siguiente a la preparacion de los ratones, se inyectaron las células (5x10°

por ratén y linea celular) de PNETs (PFSK-1 y SK-PN-DW). Por otro lado, se
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inyectaron 5x10° células de la linea U87 MG a cada raton y 3x10° células de la linea

GSC23 por raton (Figura 18).

Figura 18. Imagen representativa del modo de la insercion de las células tumorales para generar el
tumor cerebral. Imagen obtenida de Lal. S et al (Lal et al., 2000).

Se prepar6 una aguja Hamilton estéril poniéndole un manguito de pléstico en la punta,
permitiendo que la aguja entrara inicamente 2 mm para salir del tornillo guia (Figura
19). Por tanto, el punto de inoculacién fue de 3 mm por debajo de la superficie del

craneo.
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Figura 19. Imagen representativa de la posicion del manguito de la aguja Hamilton. Imagen
obtenida de la pagina web www.jove.com. En concreto de la referencia Jacqueline F. Donoghue, H
Journal of Visualized Experiments, 2011. (Donoghue et al., 2011).

Los ratones se anestesiaron de la misma forma que cuando se les puso el tornillo guia.
Se hizo una pequefia incision sobre el tornillo. La jeringa Hamilton se llen6 con 5 ul de
células, cuidando que no entraran burbujas de aire. La jeringa se fij6 a una bomba de
perfusion y se inserté en el tornillo guia. Las células que se inocularon funden a

continuacion, a una velocidad de 30 pl/h (Figura 20).

Figura 20. Imagen representativa del aparato automatizado en el momento de la inyeccion de las
células tumorales a los ratones. Imagen obtenida de la pagina web www.jove.com. En concreto de la
referencia Jacqueline F. Donoghue, H Journal of Visualized Experiments, 2011. (Donoghue et al., 2011).

El aparato automatizado nos permiti6 inyectar a 5 animales a la vez, a un caudal
constante. Las células también se pueden inyectar manualmente mediante el uso de la
jeringa Hamilton con manguito. La inyeccion debe entonces ser realizada a un ritmo
constante. Cuando la infusion es completa, la jeringa es retirada cuidadosamente. La
herida se cierra con el pegamento quirargico. Se les vuelve a poner analgésico y se deja

que se despierten en una manta eléctrica precalentada.
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Tres dias después de la inoculacion de las células, los ratones se anestesiaron de nuevo
para hacer una incision en la zona del tornillo guia siguiendo el mismo proceso ya
descrito anteriormente. A un grupo de ratones de la linea PFSK-1 y de la linea SK-PN-
DW se inyectaron 5 ul de PBS como control, otro grupo fue inoculado con 1x10° pfu
VCN-01/5 pl/ratén y otro grupo con 1x10° pfu Delta-24-RGD/5 pl/ ratén para cada

linea.

En el ensayo de GBM, el primer grupo de ratones de la linea U887 MG y de las
neuroesferas GSC23 se le inyectaron 5 pl de PBS como control. Otro grupo fue
inoculado con 5 pl del virus VCN-01 1x10® pfu inactivo con luz UV, el tercer grupo de
ratones fue inoculado con 1x10’ pfu VCN-01 /5 pl/ratén, y el ultimo grupo fue
inoculado con 1x10® pfu VCN-01/5 pl/raton, para cada linea.

Todos fueron tratados con una inyeccion intratumoral siguiendo el mismo proceso que
al inyectar las células. Al terminar, se cerrd la incisién y se puso analgésico con una
inyeccion subcutanea en el lomo del raton. Se dejo que los ratones despertaran en una
manta eléctrica. Se siguio el proceso de supervivencia: si tiemblan, o tienen poco apetito
y pierden peso, o no se pueden mover, o no se acicalan o carecen de fuerza o tienen la
columna curvada, se sacrifican con CO,; evitando cualquier sufrimiento al animal y se

decapitan obteniendo el cerebro para posteriores analisis.

Todos los estudios en animales se realizaron en las instalaciones de Veterinaria del
Centro de Investigacion Médica Aplicada, de acuerdo con las normas éticas para la
atencion de animales de experimentacion. Al utilizar virus se trabajé en una cabina de

flujo laminar y los animales se mantuvieron en presion positiva.

2.10. Tincion hematoxilina-eosina de los cerebros

Una vez que se sacrificaron los ratones y se les extrajo el cerebro, estos se guardaron en
formaldehido durante 48 h para fijar bien el tejido y posteriormente se cambiaron a
etanol para eliminar toda el agua del tejido durante al menos 24 h. El formaldehido
actia mediante la formacion de puentes entre las moléculas tisulares. Se utiliza a

concentraciones proximas al 4%. Actua como conservante, produce poca retraccion
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tisular y es compatible con la mayoria de las tinciones histoldgicas, incluidas las

inmunohistoquimicas.

Una vez fijado se cortd cada cerebro de manera transversal dividiendo el tumor en dos y
se incluyeron en parafina (Figura 21). La deshidratacion se consigue mediante el
tratamiento con alcoholes, normalmente etanol, de gradacion creciente hasta alcohol de
100°, durante 30 min cada paso (H,O, etanol 70°, etanol 90°, etanol 96° y etanol 100°).
Posteriormente se transfiere el tejido a xileno durante 30 min. El xileno es miscible

tanto con el alcohol de 100° como con la parafina. Se denomina sustancia intermediaria.

Por ultimo se pasa el tejido a parafina previamente licuada en una estufa regulada a la
temperatura apropiada para dicho tipo de parafina. Se realizan tres pasos por parafina
liquida para favorecer una completa sustitucion del liquido intermediario por la
parafina. El tiempo que dura el proceso depende de lo volatil que sea el liquido
intermediario y lo grande que sea la pieza. Serd mayor cuanto menos volatil es el
liquido intermediario o mayor sea la muestra de tejido. Tras la inclusion completa de la
muestra se vierte parafina liquida en un molde, se introduce la muestra y se coloca

segun la orientacion deseada de corte y se deja solidificar a temperatura ambiente.
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Figura 21. Imagen explicativa del protocolo de la inclusion en parafina de los cerebros. Imagen
obtenida de la pagina web de técnicas histologicas de la Universidad de Vigo.

Una vez que tenemos los bloques de parafina, se realizan los cortes del tejido. Se utilizd
un microtomo que hace secciones de 5 a 20 um de grosor. Las secciones obtenidas se
colocan sobre agua caliente entre 35°C y 40°C, y esta temperatura las hace extenderse

sin llegar a su punto de fusion, que esta en torno a los 60°C.

La superficie del portaobjetos donde se colocan las tiras de cortes ha de estar
previamente tratada para que nuestro tejido quede adherido durante el procesamiento
posterior. Para ello, los portaobjetos se recubren con soluciones de gelatina, albimina u
otras sustancias y se dejan secar, de manera que hacen de adhesivo entre el cristal y

nuestro tejido.
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Una vez que el agua se ha evaporado y estan extendidas las tiras de cortes de parafina

sobre el portaobjetos, se procede a un secado exhaustivo en una estufa a una

temperatura de entre 35°C y 40°C durante toda la noche. Una vez secos, los

portaobjetos con las secciones estan listos para el procesamiento posterior.

Comenzamos con la tincién de hematoxilina-eosina. El proceso de tincion se detalla a

continuacion:

A R AN LR R o

| )
— O

12.

13.
14.
15.
16.

Se parte de muestras que se han cortado en secciones de unas 8 um y adheridas
a portaobjetos recubiertos con gelatina.

2x10 min en xileno para desparafinar.

2x10 min en etanol 100°.

10 min en etanol 96°.

10 min en etanol 80°.

10 min en etanol 50°.

5 min en H,O destilada.

5-10 min en Hematoxilina de Harris.

15 min en agua corriente. Diferenciacion.

. 2x5 min en H,O destilada.

. 0,5 a 2 min en Eosina al 2%. La eosina, colorante acido, se une a elementos del

citoplasma y de la matriz extracelular. Se pueden usar tres tipos de eosina:
eosina amarillenta (CI 45380), eosina azulada (CI 45400) y eosina soluble en
alcohol (CI 45386). La primera es la mas usada.

Tiempo variable en 70° para diferenciacion. El tiempo de diferenciacion
depende de la intensidad de tincion de eosina que queramos en nuestra muestra.

5 min en etanol 96°.

2x10 min en etanol 100°.

2x10 min en xileno.

Montado con medio de montaje.

Las fotos de los cortes de cerebro de la tincion de hematoxilina-eosina se hicieron en un

microscopio microautomatizado.
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2.11. Analisis inmunohistoquimico

La inmunohistoquimica es una técnica para la localizacion de moléculas en los tejidos
mediante el empleo de anticuerpos (proteinas del tipo inmunoglobulina G). Se basa en
la gran especificidad y alta afinidad que tienen los anticuerpos para reconocer a
moléculas y unirse a ellas. Ademas, la conjugacion o combinacion de los anticuerpos
con enzimas o con sustancias fluorescentes permite detectar cantidades infimas de

moléculas presentes en el tejido.

Por tanto, ademas de obtener secciones de los bloques de parafina de los cerebros de los
ratones para la tincion con hematoxilina-eosina, también se obtuvieron secciones para
ser tratadas con el anticuerpo obtenido en cabra anti-Hexon (Chemicon, CA, EE.UU) y
el anticuerpo policlonal obtenido en oveja anti-acido hialurénico (Abcam, Cambridge,
Reino Unido). Se obtuvieron de la misma manera que en el proceso descrito
anteriormente. Se detalla a continuacion, los pasos posteriores a la desparafinacion e

hidratacion de los bloques de parafina:

Primero se desparafinaron e hidrataron las secciones de 5 a 20 um de grosor.
Posteriormente se realizd una recuperacion antigénica con Tris-EDTA (10-1 mM, pH 9)
a 95°C durante 30 min. Una vez recuperados los antigenos, se bloquearon las secciones
con peroxidasa endogena, 3% H,0O, en H,O durante 12 min a temperatura ambiente.
Los posibles errores en el proceso de inmunodeteccion incluyen la presencia de la
actividad de la peroxidasa en el tejido, dando lugar a inmunorreactividad de fondo o
incluso falsos positivos. Por ello, se debe bloquear la actividad de la peroxidasa
mediante peroxido de hidrogeno. También se bloqued con biotina enddgena. Para ello
se utilizé biotina y avidina, 10 min cada una (kit Dako, X0590). La biotina endogena
también puede dar origen a falsos positivos, por lo que también es necesario el bloqueo.
Una vez bloqueadas las secciones, se incubaron con el anticuerpo anti-hexén (Millipore,
AB1056) 1:2000, para todos los ratones y con el anticuerpo anti-acido hialurénico
(AB53842) 1:800, so6lo para los ratones de las lineas celulares U87 MG y GSC23,
ambos a 4°C toda la noche (Figura 22).

La proteina Hexon es una proteina asociada a la capside de los adenovirus. Se afiadio el
anticuerpo de Hexon para comprobar si los virus estaban localizados tinicamente en el

tumor y si su replicacion perdurd hasta la desaparicion del tumor. Para detectar la union
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del anticuerpo anti-Hexon, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario,
obtenido en conejo, anti-goat biotinado 1:200, durante 30 min a temperatura ambiente
(kit Dako, E0466). Como el anticuerpo secundario estaba biotinado, se afiadio
Estreptavidina-HRP (Vector, SA5004) 1:200, durante 30 min a temperatura ambiente.
Por tanto, éste se uni6 a los anticuerpos conjugados a biotina. Finalmente, se anadio
DAB (diamino-bencidina) (kit Dako, K3868), que reacciona con HRP dando un cambio
de color en las zonas donde se encuentra Hexon. Para destacar Hexon, se contrastod
ligeramente con hematoxilina de Harris, después se deshidratd y se montaron las

preparaciones de las secciones.

El acido hialurénico se expresa en gran cantidad en la matriz extracelular. Como el
adenovirus VCN-01 expresa la hialuronidasa PH20, la expresion de este 4cido debe
encontrarse en el mismo lugar donde actua el virus VCN-01. Para detectarlo se
incubaron las secciones con el anticuerpo obtenido en conejo, anti-goat biotinado 1:200,
durante 30 min a temperatura ambiente (kit Dako, E0466). Como el anticuerpo
secundario estaba biotinado, se afiadid Estreptavidina-HRP (Vector, SA5004) 1:200,
durante 30 min a temperatura ambiente. Por tanto, éste se uni6 a los anticuerpos
conjugados a biotina. Finalmente, se afiadi6 DAB (diamino-bencidina) (kit Dako,
K3868), que reacciona con HRP dando un cambio de color en las zonas donde se
encuentra el acido hialurénico. Para destacar el acido hialurdénico, se contrastod
ligeramente con hematoxilina de Harris, después se deshidraté y se montaron las

preparaciones de las secciones.
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Figura 22. Imagen explicativa del protocolo de la inmunohistoquimica de Hexon y el acido hialuronico.

Las fotos de los cortes de cerebro del analisis inmunohistoquimico se hicieron en un

microscopio microautomatizado.

2.12. Analisis estadistico

Los experimentos in vitro fueron analizados mediante el analisis estadistico t-Student de
dos colas. Los datos se expresan con la media y la desviacion estandar. El efecto
citopatico in vivo del adenovirus VCN-01 y del adenovirus Delta-24-RGD en los
xenoinjertos de glioblastomas y PNETs humanos fue evaluado a través de la curvas de
supervivencia segun el método de Kaplan-Meier, no paramétrico de la funcion de
supervivencia. Ademas, la supervivencia de los distintos grupos fue comparada usando

el test long-rank.
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RESULTADOS

1. PNETs

1.1. Analisis de la expresion de los receptores celulares para el adenovirus

(CAR e integrinas avp3 y avp5) en las células establecidas de PNETs.

Para determinar la posible susceptibilidad de las lineas de PNETs (PFSK-1 y SK-PN-
DW) a la infeccion con los adenovirus Delta-24-RGD y VCN-01 analizamos la
expresion de los receptores CAR, integrinas avpB3 y avpB5 en la membrana de estas
c¢lulas mediante citometria de flujo. A continuacion, se presentan las graficas en las que
se puede comprobar que en la linea PFSK-1 la expresion de CAR es inferior a la
expresion de la Integrina avp5. Este dato sugiere que la infectividad seria alta en estas
células a pesar de que la Integrina avp3 es inferior a la expresion de CAR. Sin embargo,
en la linea SK-PN-DW Ila expresion de las integrinas avfB3 y avp5 es inferior a la

expresion de CAR (Figura 23).

PESK-1 SK-PN-DW
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Figura 23. Expresion de los receptores CAR, Integrina avp3 e Integrina avp5 en lineas celulares de
PNETS. La expresion de los receptores en ambas lineas se corresponde con el porcentaje de infectividad
de los virus Delta-24-RGD y VCN-0Olen dichas lineas celulares.

Por otro lado, comprobamos el porcentaje de infectividad en estas lineas con el
adenovirus GFP-RGD. El porcentaje de infectividad a la dosis de 100 MOIs fue mayor
en la linea PFSK-1 que en la SK-PN-DW (Figura 24). La infectividad en la linea SK-
PN-DW es similar con ambas dosis de infeccion (10 MOIs y 100 MOIs). Estos
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resultados indican que ambas células son susceptibles a la infeccion con adenovirus

dirigidos a infectar a través de las integrinas.
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Figura 24. Analisis del porcentaje de infectividad de las lineas celulares de PNETs mediante el
adenovirus GFP-RGD. El porcentaje de infectividad es mayor en la linea PFSK-1 que en la linea SK-
PN-DW. La infeccion a 100 Mois es mas elevada en la linea PFSK-1 y la diferencia respecto a la
infeccion con 10 Mois es mas notable en la linea PSK-1 que en la linea SK-PN-DW.

1.2. Delta-24-RGD y VCN-01 se replican eficientemente en lineas celulares
establecidas de PNETs in vitro.

Para estudiar el comportamiento de los dos virus en las lineas celulares de PNETs,

analizamos la expresion de las proteinas viricas tempranas y tardias.

Por un lado, la proteina E1A es una proteina crucial que se expresa inmediatamente
después de la infeccion e inicia el ciclo de replicacion del virus (Gubbay et al., 1990).
Se encarga de la activacion de la transcripcion genética virica, se une al supresor del
crecimiento celular, altera el crecimiento celular e inhibe la activacion de elementos de
respuesta por la via de interferon. Ademas, tiene un peso de 48 kDa, pero presenta
muchas bandas en los resultados del Western blot, ya que es una proteina que se
caracteriza por presentar splicing alternativo. Por otro lado, la Fibra es una proteina de
la capside que se expresa mas tarde en el ciclo y tiene un peso de 62 kDa. Por
consiguiente, la Fibra se expresard cuando el virus esté formado. Como control de carga

utilizamos la proteina GBR2 de 25 kDa, que produce una banda bien distanciada de las

102



Resultados

de las otras dos proteinas. En consecuencia, si detectamos expresion de las dos

proteinas, se sugiere una replicacion viral efectiva.

Las dos lineas celulares, PFSK-1 y SK-PN-DW, fueron infectadas con 1 MOI y 10
MOIs del virus VCN-01 cada una y con 5, 10, 50 y 100 MOIs del virus Delta-24-RGD.
A las 48 h de haber sido infectadas, se evalud la expresion de las proteinas E1A y Fibra
mediante Western blot. Se observé un buen nivel de expresion, dosis dependiente, de

ambas proteinas en ambas lineas celulares, tanto con el adenovirus Delta-24-RGD como

con el adenovirus VCN-01 (Figura 25).
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Figura 25. El virus Delta-24-RGD y el virus VCN-01 se replican eficientemente en las lineas
celulares de PNETs humanas in vitro. La expresiéon de proteinas Fibra y E1A en PNETs se
determinaron por anélisis de Western blot. El nivel de ambas proteinas es dosis-dependiente en las dos
lineas celulares.
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Por otro lado, el virus VCN-01 expresa la enzima hialuronidasa PH20, que se analizd
mediante la cuantificacion de su ARN mensajero una vez que el virus ha infectado las
distintas lineas celulares de PNETs. Comprobamos como su expresion fue constante y
dosis dependiente. Ademads, analizamos si existe una correlacion entre la expresion de
Fibra y la de hialuronidasa PH20. La expresion del ARN mensajero de la hialuronidasa
PH20 se correlaciona con la expresion de la Fibra, sugiriendo una similar cinética

(Figura 26).
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Figura 26. VCN-01 se replica eficientemente en las lineas celulares de PNETs humanas in vitro. La
expresion del ARN mensajero de Fibra y PH20 fue determinada mediante PCR a tiempo real. Se
demostro correlacion en la expresion de ambos genes.

Tanto en la dosis de 1 MOI como en la dosis de 10 MOIs obtuvimos una R*=0,95 y
0.88, respectivamente. Ademas la p de significacion es p=0,02 y p=0,05
respectivamente. Esto sugiere que a ambas dosis de la enzima PH20 y la Fibra siguen

un mismo patrén de expresion.

Finalmente, para analizar como se comporta el virus en las lineas celulares de PNETs,
cuantificamos la replicacion viral del virus VCN-01 comparandolo con el virus Delta-
24-RGD. Ambeas lineas fueron infectadas con 10 MOIs por duplicado. Uno de los test
utilizados sirvi6 como control de las células a las 12h post-infeccion. En las células
infectadas con el virus VCN-01 se compararon dos MOIs diferentes, 1 MOl y 10 MOIs
(Figura 27).
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Figura 27. VCN-01 se replica eficientemente en las lineas celulares de PNETs in vitro. Cuantificacion
del virus VCN-01 en la replicacion viral en las dos lineas celulares. El virus se replica mejor en las lineas
celulares que fueron infectadas con 10 MOIs y esto demuestra que el virus infecta y se replica
eficientemente en las lineas celulares de PNETs in vitro mejor que el virus D24-RGD. Las lineas
celulares de PNETs humanas fueron infectadas con dos diluciones del virus VCN-01 (1 MOI y 10 MOIs).

Los controles 12h post-infeccion (PI) del virus Delta-24-RGD, se utilizaron para
comprobar que el virus se replica eficientemente. Pudimos confirmar que el virus Delta-
24-RGD y el virus VCN-01 se replican eficientemente en ambas lineas celulares. Pero,
tal y como esperabamos, el virus VCN-01, tanto con 10 MOIs como con 1 MOI, se

replica 1 logaritmo mejor que el virus Delta-24-RGD a 10 MOls.

105



Resultados

1.3. El adenovirus VCN-01 ejerce un potente efecto antitumoral en lineas

celulares establecidas de PNETSs.

Para examinar el efecto antitumoral que ejercen los adenovirus Delta-24-RGD y VCN-
01 en las lineas celulares establecidas de PNETs (PFSK-1 y SK-PN-DW), realizamos

ensayos de viabilidad celular utilizando MTT.

Como ya se ha explicado anteriormente en el apartado 2 de Material y Métodos,
evaluamos la IC50 mediante quintuplicados de cada dosis y realizandose cada ensayo
por triplicado. Observamos que todas las lineas celulares fueron susceptibles tanto al
virus oncolitico Delta-24-RGD como al virus VCN-01. El virus VCN-01 ejercié un
potente efecto antitumoral In vitro, mayor en las lineas celulares establecidas que el
causado por el virus Delta-24-RGD (Figura 28). A continuacién, se desglosan las IC50
de las lineas tratadas con el virus VCN-01 (Tabla 7).

Tabla 7. IC50 de las lineas celulares de PNETs estudiadas. Los datos se expresan media y desviacion

estandar.
p VIRUS Delta-24-RGD VIRUS VCN-01
LINEA CELULAR IC50 + SD (MOIs) IC50 + SD (MOIs)
PEFSK-1 13,026 + 2,1 9,77+1,7
SK-PN-DW 17,635+ 3,4 7,45+0,9
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Figura 28. VCN-01 ejerce un potente efecto antitumoral en las lineas celulares de PNETs. El analisis
de la viabilidad celular fue evaluado usando MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolio
Bromuro], 5 dias después de la infeccion con VCN-01 y con D24-RGD. Los datos se expresan como
media y desviacion estandar de las células vivas después de la infeccion con el virus VCN-01 y con el
virus D24-RGD con las diferentes MOIs con respecto a las células infectadas con ambos virus inactivados

con luz ultravioleta (control, equivalente a 100 %).

1.4. El tratamiento con VCN-01 resulté en un efecto antitumoral significativo

en dos modelos de PNETS in vivo.

Después de los optimos resultados obtenidos en los ensayos in vitro, evaluamos la

eficacia antitumoral de los virus Delta-24-RGD y VCN-01 in vivo utilizando las dos
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lineas anteriores de PNETs. Ambos modelos de PNETSs son bien conocidos y optimos

para la representacion de estos tumores en ratones y la obtencion de resultados fiables.

El modelo de la linea celular de PFSK-1 ofrece una buena representacion de estos
tumores, ya que estas células son capaces de multiplicarse indefinidamente y
diferenciarse a cualquier tipo de célula y tienen una intensidad heterogénea con
pequetias areas de necrosis. En algunos casos se encuentran calcificaciones y
generalmente estos tumores tienen fronteras mal definidas y formas irregulares (Tan, et

al., 2014).

El segundo modelo corresponde a la linea celular SK-PN-DW, que se parece a células
madre tumorales, ya que crece como las neuroesferas de GBM, in vitro. Esta linea
procede de tejido embrionario retroperitoneal neoplasico, y también da lugar a tumores
neuroectodérmicos primitivos que se caracterizan porque son mas agresivos que los
PNETs que provienen de células neuroepiteliales, como la linea PFSK-1. Por ello, son
tumores mas cercanos a la realidad. Estos tumores son muy densos, con muchas células
nucleadas, estan bien delimitados y poseen gran capacidad de proliferacion, lo que
explica el rapido crecimiento de los mismos. Presentan muchas areas hemorragicas. El
estudio microscopico muestra abundantes células con citoplasmas grandes y nucleos
muy marcados, mitosis, areas de necrosis y proliferacion vascular con hiperplasia

endotelial.

A ambos modelos, PFSK-1 y SK-PN-DW, in vivo, se les administré el virus Delta-24-
RGD y el virus VCN-01 siguiendo el patron de administracion ya explicado
anteriormente (ver material y métodos). Al grupo control se le administré PBS, vehiculo
en el cual se administran los virus. Esto evita los errores de diferencias debidas al
vehiculo la técnica quirargica. Al segundo grupo se le administr6 VCN-01 (1x10°
pfu/raton; N=10) y al tercer grupo se le administré6 Delta-24-RGD (1x10® pfu/raton;

N=10). El virus fue inyectado en un volumen final de 5 pl.

Para el modelo con la linea PFSK-1, la media de supervivencia del grupo control fue de
12 dias. La media de supervivencia del grupo que recibié el virus VCN-01 1 x 10°
pfu/raton, fue de 19 dias y la media de supervivencia del grupo que recibi6 el virus
Delta-24-RGD 1x10® pfu/raton fue de 22 dias (Figura 29). La supervivencia para el
modelo de la linea celular PFSK-1 result6 significativa (p=0,0096).
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Para el modelo de la linea SK-PN-DW, la media de supervivencia fue de 14 dias. La
media de supervivencia para el grupo que recibi6 el virus VCN-01 1x107 pfu/raton, fue
de 35 dias y hubo un ratén que sobrevivié mas de 90 dias (Figura 29). Ademas, la media
de supervivencia del grupo que fue tratado con el virus Delta-24-RGD 1x10® pfu/raton
fue de 24 dias (Figura 29). La supervivencia para el modelo de la linea celular SK-PN-
DW result6 significativa (p=0,0002).

La supervivencia obtenida en los ratones del modelo de la linea celular SK-PN-DW, fue
parecida a la obtenida en el modelo de la linea celular PFSK-1. La diferencia se mostrd
en que hubo un raton del grupo VCN-01 que sobrevivié mas de 90 dias. Por tanto,
podemos decir que efectivamente el virus VCN-01 es un buen candidato para el estudio

de tratamientos alternativos contra los tumores cerebrales.
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Figura 29. El tratamiento con Delta-24-RGD y VCN-01 produjo un significativo efecto antitumoral
en dos modelos de PNETs in vivo. Se representan las curvas de Kaplan-Meier para expresar la
supervivencia global de los grupos tratados con el virus Delta-24-RGD (10® pfu), VCN-01 (10° pfu), y
control (PBS) de los ratones con los xenoinjertos intracraneales de PFSK-1 y SK-PN-DW. La
implantacion intracraneal de las células PFSK-1 y SK-PN-DW se consider6 el dia 0, y fue seguida de una
inyeccién a los 3 dias de Delta-24-RGD (10° pfu; n = 10), VCN-01 (10° pfu; n = 10), o PBS (control; n =
10). Los valores de p fueron determinados con el test long—Rank y representan una comparacion de la
supervivencia de los ratones tratados con Delta-24-RGD, VCN-01 y PBS.

Una vez concluido el ensayo, se procedio a la extraccion de los cerebros de los ratones
de ambos modelos y de todos los grupos para realizar el estudio anatomopatoldgico. Se
comprobd que las muestras del grupo control del modelo de PFSK-1 tenian tumores
bastante definidos con mucha vascularizacion, tal y como se muestra en las imagenes de

hematoxilina-eosina (Figura 30). No se detectd proteina Hexon en este grupo. Esto
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sefala que el ensayo se ha realizado correctamente, ya que muestran el tumor pero no el
virus, como era de esperar (Figura 30). Las imagenes escogidas han sido las mas

representativas de los tumores de este grupo.

H-E IHQ: HEXON

Figura 30. La linea celular PFSK-1 crea tumores bien definidos y delimitados. Hematoxilina-eosina e
inmunohistoquimica de Hexon en los tumores de los ratones tratados con PBS. Las secciones fueron
incubadas con el anticuerpo anti- Hexon. No se detecta expresion de Hexon. Aumento de 600 um.
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Los cerebros de los ratones tratados, tanto con VCN-01 (10° pfu) como con Delta-24-
RGD (10® pfu), mostraron las proteinas virales en la zona del tumor. Esto sugiere que
ambos virus no solo han infectado sino que también se estan replicando. Ademas, los
cerebros de los ratones tratados con VCN-01 muestran mas zonas necréticas que los
tumores tratados con Delta-24-RGD alrededor de la presencia de las prominentes
inclusiones virales, indicando que el virus VCN-01 consigue una mayor difusion que el
virus Delta-24-RGD debido a la hialuronidasa PH-20 (Figuras 31 y 32). Las imagenes
escogidas han sido las mas representativas de los tumores de los grupos tratados con

Delta-24-RGD y VCN-01.
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Figura 31. El tratamiento con Delta-24-RGD produjo un significativo efecto antitumoral en la linea
celular PFSK-1. Hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica de Hexén en los tumores de los ratones
tratados con Delta-24-RGD. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo anti- Hexon. Se detectd
expresion de Hexon. El aumento es 600 pm.
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Figura 32. El tratamiento con VCN-01 produjo un significativo efecto antitumoral en la linea
celular PFSK-1. Hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica de Hexon en los tumores de los ratones
tratados con VCN-01. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo anti- Hexon. Se detectd la
expresion de Hexon. El aumento es 600 pm.
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Respecto al grupo control del modelo de SK-PN-DW, los ratones produjeron tumores
muy celulares y con muchos vasos sanguineos (Figura 33). Esta linea es mucho mas
agresiva que la PFSK-1, tal vez debido a que crece mucho mas rapido porque sus
células se dividen mas rapidamente, produciendo un gran numero de células en el
tumor. Analizando nuevamente los cerebros del grupo control del modelo de SK-PN-
DW, presentaron tumor y no se detectd proteina Hexdén en este grupo. Las imagenes

escogidas han sido las mas representativas de los tumores de este grupo.
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Figura 33. La linea celular SK-PN-DW crea tumores mas densos. Hematoxilina-eosina e
inmunohistoquimica de Hexon de los tumores de los ratones tratados con PBS. Las secciones fueron
incubadas con el anticuerpo anti- Hex6n. No hay presencia de Hex6n. El aumento es 600 pm.
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Los cerebros de los ratones tratados tanto con VCN-01 (10° pfu) como con Delta-24-
RGD (10® pfu) de SK-PN-DW, también mostraron las proteinas virales en la zona del
tumor. Por tanto, consideramos que el virus se replica después de haber infectado a la
célula tumoral. Los cerebros tratados con VCN-01 muestran mas particulas virales, ya
que la expresion de la hialuronidasa PH20 le permite difundirse més en el tumor.
También, se puede ver que hay mas células necrdticas tras el avance del virus VCN-01.
Ademas, hubo un raton superviviente de largo tiempo que no presentd tumor. En este
caso, no se detectd6 Hexon, lo que confirma que el virus permanece vivo mientras siga
habiendo tumor y soélo infecta a las células tumorales (Figuras 34, 35 y 36). Las
imagenes escogidas han sido las mas representativas de los tumores de los grupos

tratados con Delta-24-RGD y VCN-01.
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Figura 34. El tratamiento con Delta-24-RGD produjo un significativo efecto antitumoral en la linea
celular SK-PN-DW. Hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica de Hexon de los tumores de los ratones
tratados con Delta-24-RGD. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo anti-Hexoén. Se detecta
expresion de Hexon. El aumento es 600 pm.
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Figura 35. El tratamiento con VCN-01 produjo un significativo efecto antitumoral en la linea
celular SK-PN-DW. Hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica de Hexon en los tumores de los ratones
tratados con VCN-01. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo anti-Hexoén. Se detecta la
expresion de Hexon. El aumento es 600 pm.
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2l

Figura 36. El tratamiento con VCN-01 produjo un significativo efecto antitumoral en la linea
celular SK-PN-DW. Hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica de Hexon de los tumores de los ratones
tratados con VCN-01. Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo anti-Hexon. En este caso el virus
consigui6é matar todas las células tumorales y el raton no desarrollé tumor. Por ello, no hay presencia de
Hexén. El aumento es 600 pm.

Por tanto, los resultados en ambos modelos de ratones, in vivo, modelo de PFSK-1 y
modelo de SK-PN-DW, son muy positivos y dejan la puerta abierta a ensayos

posteriores. Se observo que el virus VCN-01 tiene un efecto antitumoral mayor que el
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virus Delta-24-RGD, por lo que seria el mejor candidato para el tratamiento de los

tumores cerebrales.

2. GLIOBLASTOMA MULTIFORME

2.1. El adenovirus VCN-01 ejerce un potente efecto antitumoral en lineas

celulares establecidas y células madre tumorales de GBM in vitro.

Al comprobar que el adenovirus VCN-01 es mas potente que el adenovirus Delta-24-
RGD decidimos continuar nuestros estudios en gliomas de adultos unicamente con el
virus VCN-01. Se estudio el efecto antitumoral que ejerce este adenovirus en las lineas
celulares establecidas de GBM humanas (A172, U373 MG, U251 MG, T98G, SNB19, y
U87 MG), en la linea celular establecida de glioma murino (GL261) y en las
neuroesferas, células madre tumorales (GSC11 y GSC23) (Figura 37). Evaluamos la
IC50 mediante quintuplicados de cada dosis y realizandose cada ensayo por triplicado.
Observamos que todas las lineas celulares fueron susceptibles al virus oncolitico VCN-
01. La linea més sensible fue U87 MG, obteniendo una IC50=0,88+0,12 MOIs, y la mas
resistente fue la célula madre tumoral GSC23, obteniendo una IC50=213+18 MOIs. El
resto de las lineas celulares obtuvieron una IC50 diferente, y presentaron distintos
grados de resistencia al virus. Ademas, se puede afirmar que la linea celular GL261

tiene una resistencia elevada a este virus con una IC50=87,17+11,25 MOIs (Tabla 8).

Tabla 8. ICS0 de las lineas celulares de glioma estudiadas tratadas con el adenovirus VCN-01. Los
datos son mostrados con la media y la desviacion estandar.

LINEA CELULAR IC50 + SD (MOlIs)
U87 MG 0,88 + 0,12
SNB 19 2,88 +0,25
T98G 72,77 £ 10,8
Al72 9,85+2,11
U251 MG 8,17 + 1,82
U373 MG 1,44 + 0,33
GSCl11 63,75 + 5,77
GSC23 213+ 18
GL261 87,17+ 11,25
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Se representan las graficas de los triplicados de los ensayos de viabilidad de las lineas
celulares tumorales, en las que se muestran, tanto la IC50 como la respuesta dosis
dependiente a la concentracion del virus (Figura 37 y 38). VCN-01 ejercié un potente
efecto antitumoral in vitro en las lineas celulares establecidas y en las células madre

tumorales.
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Figura 37. VCN-01 ejerce un potente efecto antitumoral en las lineas celulares establecidas de
GBM. El andlisis de la viabilidad celular fue evaluado usando MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
Difeniltetrazolio Bromuro], 5 dias después de la infeccion con VCN-01. Los datos son mostrados con la
media y la desviacion estandar de las células vivas después de la infeccion con el virus VCN-01 con las
diferentes MOIs con respecto a las células infectadas con el adenovirus VCN-01 inactivado con luz

ultravioleta (control, equivalente a 100 %).
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Figura 38. VCN-01 ejerce un potente efecto antitumoral en las células madre tumorales de GBM. El
analisis de la viabilidad celular fue evaluado usando MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
Difeniltetrazolio Bromuro], 5 dias después de la infecciéon con VCN-01. Los datos son mostrados con la
media y la desviacion estandar de las células vivas después de la infeccion con el virus VCN-01 con las
diferentes MOIs con respecto a las células infectadas con el adenovirus VCN-01 inactivado con luz
ultravioleta (control, equivalente a 100 %).

Al ser lineas celulares con distintas caracteristicas genéticas y fenotipicas, estos ensayos
dan una idea de la sensibilidad de estos tumores cerebrales que se generan a través de
dichas células. Como se puede comprobar, estas lineas celulares son, en general,
sensibles al virus ejerciendo un efecto antitumoral muy importante, incluso en la linea
celular GL261, linea de GBM de ratoén (Figura 39). Por tanto, es un resultado muy
positivo para posteriores ensayos, incluso en los ensayos in vivo. Sin embargo, las
neuroesferas de GBM, son mas resistentes al virus como era de esperar. Son células
madre tumorales, indiferenciadas y no especializadas, se dividen y renuevan
continuamente. A pesar de ello, el virus fue capaz de conseguir una inhibicion del 50%

de las células a unas MOIs facilmente obtenibles.
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Figura 39. VCN-01 ejerce un potente efecto antitumoral en linea GL261. El analisis de la viabilidad
celular fue evaluado usando MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolio Bromuro], 5 dias
después de la infeccion con VCN-01. Los datos son mostrados con la media y la desviacion estandar de
las células vivas después de la infeccion con el virus VCN-01 con las diferentes MOIs con respecto a las
células infectadas con el adenovirus VCN-01 inactivado con luz ultravioleta (control, equivalente a 100

%).

2.2. VCN-01 se replica eficientemente en lineas celulares establecidas y células

madre tumorales de GBM in vitro.

Las lineas celulares establecidas de GBM y las células madre tumorales fueron
infectadas con 1 y 10 MOIs del virus VCN-01. También, se evalud la expresion de las
proteinas E1A y Fibra a las 48 h de haber sido infectadas. Se observo un buen nivel de
expresion, dosis dependiente, de ambas proteinas en todas las lineas celulares que
testamos. Sin embargo, comprobamos que el virus es capaz de infectar la linea GL261
debido a la expresion de E1A pero no es capaz de replicarse e infectar las células

cercanas, ya que la expresion de Fibra es inexistente (Figura 40).
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Figura 40. VCN-01 se replica eficientemente en las lineas celulares de glioma in vitro. Los niveles de
expresion de las proteinas de la Fibra y E1A en las lineas de GBM fueron determinados mediante Western

blot. Se comprobd que la expresion es dosis-dependiente en todas las lineas celulares de GBM humanas.
No se detecto expresion de la Fibra en la linea GL261.
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Por otro lado, se analizé la expresion de la hialuronidasa PH20 en las lineas celulares
establecidas y células madre tumorales de GBM. Comprobamos coémo su expresion fue
consistente y dosis dependiente en las tres réplicas de ambos ARN mensajeros, Fibra y
PH20. En la figura 41 se representa la correlacion entre la hialuronidasa PH20 y la Fibra

en las lineas de GBM y neuroesferas.
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Figura 41. VCN-01 se replica eficientemente en las lineas celulares de glioblastoma humanas in
vitro. La expresion del ARN mensajero de Fibra y PH20 fue determinada mediante PCR a tiempo real. Se
demostro correlacion en la expresion de ambos genes.

Estos resultados muestran que la correlacion es lineal entre ambos genes. Presentan una
relacion lineal y significativa segun los datos anteriores, en las dos dosis probadas de
virus (1 MOI y 10 MOI) en todas las lineas celulares. Por tanto, este resultado vuelve a
demostrar que el virus se replica eficientemente en las lineas celulares de GBM y la

propagacion del virus VCN-01 no se vera afectada por la matriz extracelular.

A continuacion cuantificamos la replicacion del virus en todas las lineas celulares y
comparamos las mismas células infectadas con 1 MOI y con 10 MOIs. La linea GL261
fue infectada con 100 y 300 MOIs y como control se infectdé con 100 MOIs recogiendo
las células a las 4 h post-infeccion. Este control post-infeccion también se utilizé para

comprobar que el virus se replica eficientemente.

Pudimos comprobar como el virus VCN-01 se replica eficientemente en todas las lineas
celulares y en las neuroesferas. Tal y como esperdbamos, el virus se replica 1 logaritmo
mejor en las células infectadas con 10 MOIs que con 1 MOI. En la siguiente figura

(Figura 42) se comprueba la expresion del virus en las lineas celulares y neuroesferas,
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infectadas tanto con 1 MOI como con 10 MOIs, representando la media de los

triplicados realizados.
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Figura 42. VCN-01 se replica eficientemente en las lineas celulares de GBM in vitro. Cuantificacion
del virus VCN-01 en la replicacion viral en todas las lineas celulares. El virus se replica mejor, con un
logaritmo mayor, en las lineas celulares que fueron infectadas con 10 MOIs. Esto demuestra que el virus
infecta y se replica eficientemente en las lineas celulares de GBM in vitro. Las lineas celulares de GBM
humanas fueron infectadas con dos diluciones del virus VCN-01 (1 MOI y 10 MOls).

El virus se replica de la misma forma en las dos MOIs probadas en la linea celular
GL261 (Figura 43). Se puede apreciar que el logaritmo no cambia en ninguna de las dos
dosis de virus ni en el control 4 h post-infeccion. Esto confirma que el virus es capaz de

infectar la linea GL261 pero no es capaz de replicarse en ella.
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Figura 43. VCN-01 infecta la linea celular GL261 in vitro. Cuantificacion del virus VCN-01 en la
replicacion viral la linea celular GL261. El virus no se replica en esta linea celular. Esto demuestra que el
virus infecta pero no se replica eficientemente en la linea GL261 in vitro. La linea celular de GBM
murino fue infectada con dos diluciones del virus VCN-01 (100 MOI y 300 MOlIs).
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Con este ensayo de replicacion, se pudo cuantificar como se replica el virus con las
distintas diluciones de MOIs. Confirmamos que el virus VCN-01 se replica 1 logaritmo
mas en las células infectadas con la menor dilucidon. En conclusion, en relacion con la
linea celular GL261, podemos afirmar que aunque el adenovirus VCN-01 es capaz de
infectar esta linea, por la expresion de E1A y el logaritmo obtenido en la replicacion
(10'), pero no es capaz de replicarse ejerciendo un efecto antitumoral eficaz. Se puede

afirmar que la linea celular de raton GL261, es una linea resistente al virus VCN-01.

Afortunadamente, este virus infecta y se replica eficientemente en todas las lineas
celulares tumorales y en las neuroesferas in vitro. A través de estos experimentos,
hemos podido comprobar que, ademds de tener un efecto antitumoral, demostrado en
los ensayos de viabilidad celular, no hay diferencias significativas entre las lineas
celulares y las neuroesferas. Ademas, este virus permite una expresion robusta de la

hialuronidasa en todas las lineas celulares.

2.3. El tratamiento con VCN-01 result6 en un efecto antitumoral significativo

en dos modelos de GBM in vivo.

Debido a los 6ptimos resultados obtenidos en los ensayos in vitro pasamos a evaluar el
efecto antiglioma in vivo del virus VCN-01. Realizamos dos experimentos in Vivo en
dos modelos diferentes de GBM, uno con la conocida linea U87 MG y otro con la linea
de célula madre tumoral GSC23. El modelo con la linea U87 MG da lugar a tumores
mas definidos. Nuestro segundo modelo lo constituye la linea celular GSC23, de células
madre tumorales. Este modelo da lugar a tumores mas infiltrativos y difusos y se acerca
mas al fenotipo de los GBMs que sufren los pacientes, y se caracterizan por tener un
componente solido y otro difuso, con una extension variable y dificil de identificar.
Estos tumores constituyen una masa infiltrativa con areas necréticas y hemorragicas, de
limites mal definidos, asociados a edema y con frecuencia al desplazamiento de las
estructuras cerebrales adyacentes. El estudio microscopico muestra pleomorfismo
celular con abundantes alteraciones celulares y citoplasmaticas, mitosis y necrosis y
proliferacion vascular con hiperplasia endotelial. Predominan las células anaplésicas de

estirpe astrocitica, fusiformes con prolongaciones cortas que confieren el aspecto
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fibrilar. Poseen gran capacidad de proliferacion lo que explica el rapido crecimiento de
estos tumores. Otros componentes son las células grandes multinucleadas mas

diferenciadas y de estirpe glial.

A ambos modelos, de GBM in vivo U87 MG y GSC23, se les administr6 el virus VCN-
01 siguiendo el mismo patrén de administracion. Al grupo control se le administré PBS,
porque el virus fue inyectado en PBS. Esto evita los errores de diferencias por el
vehiculo y de la técnica quirtrgica. Al segundo grupo se le administré6 VCN-01 (1x10’
pfu/ratén), al tercer grupo se le administr6 VCN-01 (1x10® pfu/ratén) y al cuarto grupo
se le administr6 VCN-01 (1x10® pfu/raton) inactivado con luz UV (UVi). El virus fue

inyectado en un volumen final de 5 pl.

Para el modelo con la linea U87 MG, la media de supervivencia del grupo control fue
de 34 dias para la linea celular, similar a la media de los ratones del grupo UVi (33
dias). La media de supervivencia del grupo que recibié 1x107 pfu/raton, fue de 86 dias y
en el grupo que recibié 1x10° pfu/raton, el 70-80 % de los ratones sobrevivié mas de 90

dias.

Para el modelo, de la linea de neuroesferas GSC23, la media de supervivencia fue de 63
dias, similar a la media de los ratones del grupo UVi (62 dias). La media de
supervivencia para el grupo que recibié 1x107 pfu/ratén, fue de 86 dias. Ademas, el
grupo que fue tratado con 1x10® pfu/ratén, al igual que el modelo de la linea celular

U87 MG, sobrevivio mas de 90 dias.

En ambos modelos, la supervivencia de los ratones fue muy elevada, resultando ser
significativa respecto al control. Los ratones del grupo control y del grupo UVi del
modelo U87 MG comenzaron a morir hacia el dia 30 después de la inoculacién del
tratamiento, en este caso PBS, resultado acorde con la literatura. Los otros dos grupos
de tratamiento sobrevivieron mas de 90 dias. El resultado es, por tanto, muy favorable

cara al tratamiento contra los tumores cerebrales.

Los ratones del modelo de las neuroesferas GSC23, siguieron un patron similar de
supervivencia al del modelo de la linea celular U87 MG. La diferencia resultd en que
estos ratones comenzaron a morir mas tarde que los ratones del modelo U887 MG. El
grupo control comenz6 a morir pocos dias después que el grupo UVi, hacia el dia 60
después de la inoculacion del tratamiento (PBS), pero los otros dos grupos tratados

también sobrevivieron mas alla de los 90 dias. Podemos decir por tanto, que el virus es
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efectivo contra las neuroesferas y por tanto contra las células madre tumorales. Por ello,
este virus, ademds de replicarse eficientemente en las células tumorales, no necesita
grandes dosis de tratamiento y tiene un efecto antitumoral evidente, por lo que es un
posible candidato para el tratamiento contra los tumores cerebrales. Se puede comprobar

la supervivencia de ambos modelos en las siguientes graficas (Figura 44).
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Figura 44. El tratamiento con VCN-01 produjo un significativo efecto antitumoral en dos modelos
de GBM in vivo. Se representan las curvas de Kaplan-Meier para expresar la supervivencia global de los
grupos tratados con el virus VCN-01 (107 pfu), VCN-01 (10® pfu), VCN-01-UVi (virus inactivo) y
control (PBS) de los ratones con los xenoinjertos intracraneales de U87 MG y GSC23. La implantacion
intracraneal de las células U87 MG o GSC23 se considero el dia 0, y fue seguida de una inyeccion a los 3
dias de VCN-01 (107 pfu; n = 10), VCN-01 (10° pfu; n = 10), VCN-01-UVi (virus inactivo; n=10) o PBS
(control; n = 10). Los valores de p fueron determinados con el test long—Rank y representan una
comparacion de la supervivencia de los ratones tratados con VCN-01 y con PBS.

Una vez concluido el ensayo, se volvid a proceder con la extraccion de los cerebros de
los ratones de ambos modelos y de todos los grupos para realizar el estudio
anatomopatoldgico. Se comprobd que las muestras del grupo control y el grupo UVi del
modelo de U887 MG tenian tumores bastante voluminosos que dan lugar a efecto masa,
tal y como se muestra en las imagenes (Figura 45). Este tipo de tumor era de esperar, ya
que esta linea celular crea ese patron de tumores, con crecimiento infiltrante no difuso y

con una masa tumoral bien delimitada.

Ademas, los cerebros de los ratones tratados con VCN-01 (107 pfu) muestran similares
tumores con presencia de zonas necrdticas alrededor de las prominentes inclusiones

virales, lo que sugiere una infeccidon y replicacion eficientes. Asimismo, se obtuvo un
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resultado 6ptimo en el modelo de la linea celular U87 MG en el grupo tratado con

VCN-01 (10% pfu) en el cual, ninglin ratén mostré tumor (Figura 45).

Respecto al grupo control y el grupo UVi del modelo de GSC23, los ratones tenian
tumores muy infiltrativos y difusos que en muchos de los casos cruzan el cuerpo
calloso, similar al fenotipo que presentan los pacientes con GBM, como se muestra en
las imagenes (Figura 45). Esta linea es mucho mas agresiva, ya que es una linea celular

madre tumoral y por tanto mas infiltrativa y difusa que la linea celular U87 MG.

Examinando los cerebros de los ratones tratados con VCN-01 (107 pfu) encontramos
tumores parecidos al grupo control, agresivos, infiltrativos y difusos (Figura 45).
También presentan zonas necroticas alrededor de la presencia de las inclusiones virales,
lo que indica que tanto la infeccion como la replicacion son eficientes. El grupo tratado
con VCN-01 (10 pfu) presentd un 70-80 % de ratones sin tumor (Figura 45). Por ello,
se muestran los dos tipos de grupos de ratones, que habia en el grupo tratado con la
mayor dosis, los ratones sin tumor que sobrevivieron 90 dias y los ratones que
presentaron tumor. Se puede comprobar que los tumores son menos intensos, lo que

sugiere menos celularidad y por tanto menor agresividad.

A continuacion, se representan ver las tinciones de hematoxilina-eosina de los cerebros
de los distintos grupos. Las imagenes escogidas han sido las mas representativas de los

tumores de todos los grupos y de ambos modelos.

Control VCNOL (10’ PFU)  VCNO1 (10° PFU)  VCNO1 (10° PFU)

us7 MG

GSC23

Figura 45. El tratamiento con VCN-01 produjo un significativo efecto antitumoral en dos modelos
de GBM in vivo. Tinciones de las secciones transversales de los tumores de U87 MG o GSC23 formados,
tratados con PBS o VCN-01. El aumento es 20x.
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Ademas de las tinciones de hematoxilina—eosina, se procedi6 a realizar
inmunohistoquimica de la proteina Hexon. Esta proteina pertenece a la capside del
adenovirus, por tanto, permite comprobar si el virus se encuentra en el tumor. Si el virus
se encuentra en el tumor quiere decir que se replica e infecta eficazmente. Por otro lado,
se analizé el 4cido hialuronico en el tumor, para comprobar si la expresion de la
hialuronidasa PH20 del virus es eficiente. Si es asi, se debera encontrar acido

hialurénico donde actua el virus.

Analizamos los cerebros del grupo control del modelo de U87 MG. Tal y como
muestran las imagenes, no se detectd ninguna proteina de Hexén en este grupo (Figura
46). Esto indica que el ensayo se ha realizado correctamente, ya que muestran el tumor
pero no el virus, como era de esperar. Tampoco se encontrd expresion del acido

hialurénico (Figura 47).

Los cerebros de los ratones tratados con VCN-01 (107 pfu) mostraron las proteinas
virales en la zona del tumor (Figura 46). Esto sugiere que el virus no solo ha infectado
sino que también se esta replicando. También detectamos expresion del acido
hialurénico (Figura 47). Curiosamente, en el andlisis de las inmunohistoquimicas de los
cerebros de los supervivientes de mas de 90 dias, el grupo tratado con VCN-01 (10° pfu)
del modelo de U87 MG, en el cual ningun ratéon mostr6 tumor, no se detectd expresion
de Hex6n (Figura 46). Estos datos son coherentes, ya que no esperabamos detectar
Hex6n y por tanto, asumir que hubiera replicacion viral en tejido normal. Tampoco se

encontrd expresion de acido hialurénico (Figura 47).

Respecto al grupo control del modelo de GSC23 no se detectd expresion de Hexon ni

expresion de acido hialuronico (Figura 46 y 47).

Los tumores en los ratones tratados con VCN-01 (107 pfu) muestran expresiéon de la
proteina Hexon (Figura 46) indicando que el virus es capaz de infectar y replicarse
eficazmente en esta linea celular, a pesar de ser una linea celular mas resistente que la
U87 MG, tal y como se vio en el ensayo de viabilidad in vitro. Ademas, se detecto la
expresion de 4cido hialurénico (Figura 47), como era de esperar, en la misma zona que
Hexon (Figura 46).

El grupo tratado con VCN-01 (10® pfu) presenté un 70-80 % de ratones sin tumor. Por
ello, se muestran los dos tipos de grupos de ratones que habia en el grupo tratado con la
mayor dosis: los ratones sin tumor que sobrevivieron los 90 dias y los ratones que
presentaron tumor. Se puede comprobar que en los ratones que no tenian y no mostraron
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tumor residual, los anticuerpos anti-Hexdén no revelaron ninguna particula (Figura 46).
Tampoco se detectd acido hialuronico (Figura 47). Sin embargo, los ratones que

desarrollaron tumor presentaron expresion de Hexon y de 4cido hialurénico en la misma

zona.

A continuacion, podemos ver las inmunohistoquimicas de los cerebros de los distintos
grupos. Las imagenes que hemos seleccionado son las mas representativas de los

tumores de todos los grupos y de ambos modelos.

Control VCNOL (10’ PFU)  VCNO1 (10° PFU)  VCNO1 (10° PFU)
N T
o e
Us7 MG s

GSC23

Figura 46. El tratamiento con VCN-01 produjo un significativo efecto antitumoral en dos modelos
de GBM in vivo. Inmunohistoquimicas de Hexén de los tumores de los ratones tratados con VCN-01 (107

pfu), VCN-01 (10® pfu) y control (PBS). Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo anti- Hexon.
El aumento es 20x.
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Figura 47. El tratamiento con VCN-01 produjo un significativo efecto antitumoral en dos modelos
de GBM in vivo. Inmunohistoquimicas del acido hialuronico de los tumores de los ratones tratados con
VCN-01 (107 pfu), y control (PBS) de las neuroesferas GSC23. Las secciones fueron incubadas con el
anticuerpo anti-acido hialurénico. El aumento es 20x. Se incluyen sélo las imagenes mas representativas
de la degradacion de dicho acido en la misma zona en la que se expresa el Hexon.
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Como podemos ver, los resultados en ambos modelos de ratones, in vivo, modelo de
U87 MG y modelo de GSC23, neuroesferas, son esperanzadores. Vemos que el virus
tiene un efecto antitumoral evidente en los grupos tratados con 10’ pfu pero sobre todo,
en los grupos tratados con 10° pfu, ya que el 70-80 % de los ratones se curaron

totalmente sin mostrar ningtin resto de tumor.
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DISCUSION

El cancer resulta de la pérdida de la regulacion fisiologica de la proliferacion celular y/o

apoptosis, como consecuencia de la adquisicion de alteraciones en el material genético.

Estas alteraciones pueden provocar una ganancia o pérdida de la funcién de la/s
proteina/s codificadas. En ambos casos, el cambio puede conducir a que la célula
adquiera una ventaja proliferativa y pierda su capacidad de diferenciacion, pudiendo
también evadirse de la muerte celular programada o apoptosis. Estas alteraciones
genéticas pueden encontrarse en la linea germinal, provocando una predisposicion
heredable al desarrollo del fenotipo neopldsico, o ser somaticas, dando lugar a la
formacion de tumores esporadicos (Vogelstein & kinzler, 2004; Bernheim, 2010). A su
vez, las alteraciones somaticas pueden ser primarias o generadoras del tumor (drivers),
o secundarias (passenger), que son las que surgen posteriormente de manera
acumulativa y que pueden estar relacionadas con la evolucion de la enfermedad
(Mitelman et al., 2007). La diferencia entre ambas se realiza en base a su actividad en
ensayos funcionales in Vvitro o in vivo y a su aparicion en los distintos estadios de la

enfermedad.

El tumor neuroectodérmico primitivo supratentorial (PNET) es un tumor maligno de
estirpe embrionaria (células neuroepiteliales indiferenciadas o pobremente
indiferenciadas). Todos corresponden a un grado IV de la OMS (velocidad de
crecimiento tumoral acelerado) afectando principalmente a nifios. El 65% se
diagnostican en nifios menores de 5 afios de edad. Corresponde al 2,5-6% de todos los
tumores cerebrales en nifios. Aunque raro, pueden presentarse también en adultos. No
existe predileccion de géneros, afectando por igual tanto al sexo masculino como al
femenino. Histologicamente es indistinguible del MB (otro tumor embrionario maligno
localizado en el cerebelo), aunque se comporta de forma mas agresiva que éste y con
menor tasa de supervivencia. Los PNETs suelen observarse cominmente en los
hemisferios cerebrales y por ser altamente propensos a su diseminacion, pueden
propagarse a la médula espinal y a la region supraselar del cerebro (area alrededor del

quiasma 6ptico).

Es un tumor muy poco diferenciado con ntcleos celulares redondeados e irregulares. Se
suelen observar rosetas de Homer-Wright aunque su frecuencia varia de tumor a tumor.
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Las calcificaciones se suelen identificar en las areas mas degeneradas y en ocasiones

incluso pueden observarse areas con proliferacion de endotelio muscular.

Estos tumores presentan alteraciones de distintas vias de sefializacion (Dahmane et al.,
2001; Kees et al., 1994) y alteraciones de la genética molecular y citogenética
implicando deleciones, translocaciones y mas pérdidas que ganancias de cromosomas lo

que da lugar a pérdidas de material genético.

A pesar de estos estudios, el pronostico no es muy alentador. En adultos, los PNETs
tienen una supervivencia del 75% a los 3 afios con una media de supervivencia de 86
meses. En nifios la supervivencia a los 3 afios es del 73% de los afectados, con una
media de supervivencia de 68 meses. El tratamiento actual es la neurocirugia con
adyuvancia de radioterapia y quimioterapia pero no es un tratamiento eficaz y

definitivo contra estos tumores.

Por otro lado, los gliomas se producen en el cerebro o en la médula espinal. Surgen a
partir de células gliales y su ubicacion mas frecuente es en el cerebro. El GBM esta
clasificado como glioma astrocitico de grado IV de la OMS, y se da sobre todo en
adultos a una edad media de 55 afios. Estos pacientes tienen muy mal pronostico, ya que
el promedio de tiempo de supervivencia es de 12 meses, y en general, pocos pacientes
sobreviven mas alld de 3 afios, ya que es un glioma muy agresivo. Por ello, nuestro
proyecto se centrd en el analisis del tratamiento del GBM ya que actualmente no hay

ningln tratamiento totalmente eficaz contra estos tumores.

En los ultimos afios se han encontrado alteraciones en varios genes y distintas vias de
sefalizacion alteradas que pueden estar implicados en la génesis de esta enfermedad.
Sin embargo, a pesar de todos estos esfuerzos todavia no se ha logrado un tratamiento
realmente eficaz para estos pacientes, ya que las terapias actuales contra el GBM so6lo

consiguen retrasar la progresion del tumor unos meses.

Los virus oncoliticos suponen una nueva generacion de tratamientos contra estos
tumores. En distintos estudios se ha demostrado que los virus oncoliticos
potencialmente pueden eliminar las células tumorales directamente por lisis, o

indirectamente a través de la respuesta inmune.
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Por consiguiente, en el presente trabajo hemos evaluado el posible uso del virus

oncolitico VCN-01 como agente terapéutico contra el GBM.

El virus Delta-24-RGD

El virus Delta-24-RGD es un virus oncolitico del que ya se conocen sus propiedades
antitumorales (Jiang et al., 2007, Alonso et al., 2008). Este adenovirus presenta las

siguientes caracteristicas:

v" Delecion de 24 pares de bases en la region E1A (Ela-A24).

v La proteina Fibra con la modificacion del RGD, que permite el reconocimiento
de las integrinas avp3 y avps.

v El promotor endégeno de E1A hace al virus selectivo a las células que son

deficientes en RB.

A continuacion, se representa un esquema del adenovirus Delta-24-RGD (Figura 48).

Ad Delta-24-RGD
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Figura 48. Estructura del adenovirus Delta-24-RGD. Se representan todos los genes que caracterizan a
este virus (E1A-A24, promotor MPL, genes tardios L1-L5 y Fibra RGD).

El virus Delta-24-RGD es un adenovirus oncolitico de replicaciéon competente con una
alta selectividad para las células tumorales de glioma. La alta selectividad de Delta-24-
RGD para células de glioma se basa en la supresion 24 pares de bases del gen E1A, y
hace que la replicacion viral dependa de la inactivacion de RB. El motivo RGD en la
Fibra resulta en el aumento de la infectividad del virus Delta-24-RGD. Debido a que en
las células tumorales de los tumores cerebrales, la expresion de CAR, en general es baja
(Miller et al., 1998), esta modificacion permite limitar la infectividad del adenovirus vy,

por lo tanto, proporcionar un efecto citopatico en estas células.
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Ademas, las células tumorales que presentan la via de sefializacion del RB alterada, son

las células dianas para este virus, ya que son altamente selectivos.

Los resultados de Fueyo et al. demuestran que esta modificacion proporciona al virus
Delta-24-RGD un efecto antiglioma potente y selectivo en células con baja expresion de
CAR (Fueyo et al., 2003). Por lo tanto, la modificacion del tropismo mejora los

resultados.

El 60% de los animales con xenoinjertos de la linea celular U87 MG vy tratados con el
virus Delta-24-RGD sobrevivieron mas alla de los 90 dias, obteniendo una
supervivencia de largo plazo. Estos datos proporcionaron una evidencia de la

importancia de la modificacion RGD de vectores adenovirales (Fueyo et al., 2003).

Se concluy6d que los adenovirus oncoliticos que se dirigen a la via RB/E2F son
probablemente uno de los sistemas mas eficientes y selectivos contra GBM. Ademas, se
demostré que el aumento de tropismo de este sistema, a través de la incorporacion
genética del péptido RGD en el virus Delta-24, mejor6 dramdaticamente la eficiencia
antiglioma y mantuvo la selectividad de este adenovirus en células tumorales (Fueyo et

al., 2003).

El virus VCN-01

El virus VCN-01 es un adenovirus oncolitico de nueva generacion desarrollado por la
modificacion genética de la plataforma ICOVIR (Rodriguez-Garcia et al., 2015). Posee
37600 pares de bases y distintos motivos que lo hacen selectivo de células tumorales.

Destacan los siguientes motivos:

v Los ocho sitios de union E2F que aportan selectividad de replicacion en células
tumorales.

v El promotor con 24 pares de bases delecionadas, E1A-A24 que aporta, también,
selectividad de replicacion en células tumorales.

v" La proteina Fibra con la modificacion del RGDK que ayuda en la focalizacion del

virus a los tumores y aumenta la biodistribucion selectiva en el tumor.
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v' La insercién de la hialuronidasa PH20 que mejora la propagacion del virus en el

tumor.

A continuacion se representa un esquema del adenovirus VCN-01 (Figura 49).

VCN-01

E2F iberRGDK  PH20 pA RITR

LITR E1A-A24

Figura 49. Estructura del adenovirus VCN-01. Se representan todos los genes que caracterizan a este
virus (E2F, E1A-A24, promotor MPL, genes tardios L1-L5, Fibra RGDK y PH20).

El virus VCN-01 es un adenovirus de la familia ICOVIR. Hace varios afios nuestro
grupo publicoé los resultados de un estudio sobre el efecto antiglioma de un precursor de
VCN-01, el virus ICOVIR-5, que combina el gen EIA con la mutaciéon Delta 24 de
forma aislada del promotor E2F. Posteriormente, el promotor E2F se incluyé en el
ICOVIR-5. El ICOVIR-5 resultaba menos potente que el mismo adenovirus sin el
promotor E2F. El adenovirus ICOVIR-5 tiene también la secuencia de Kozak en el
codon de inicio de E1A, y esta secuencia es importante para restaurar la expresion de
E1A y la replicacion viral del virus AdwtRGD, adenovirus parental del ICOVIR-5, en
las células tumorales. El virus ICOVIR-5 resulto ser un vector altamente selectivo en la
preclinica de modelos de GBM (Alonso et al., 2007) y no toxico para el modelo animal
cuando se administr6 sistémicamente (Cascallo et al., 2007). Ademas, avanzando en el
desarrollo de los adenovirus antitumorales, se construy6 el ICOVIR-15 al que se le
incorpord en el sitio de unién de pRB la insercion de ocho sitios de unién a E2F y un
sitio de union de Spl en el nucleotido 415 de genoma del adenovirus, bajo el control del
promotor endogeno de Ela-A24, que lo hace selectivo para la replicacion en células
tumorales que tienen la via de sefializacion de la proteina retinoblastoma defectuosa
(Fueyo, et al., 2003). Esta caracteristica también hace que el virus VCN-01 sea un buen
método para combatir estos tumores, ya que presentan la via de senalizacion del

retinoblastoma alterada (Chow et al., 2011).
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Otra caracteristica es la Fibra RGD (Arg-Gly-Asp). Esta modificacion ya la tenia el
virus AdwtRGD, el virus ICOVIR-5 y el virus ICOVIR-15 lo que hace que estos virus
tengan como objetivo las células tumorales (Bayo-Puxan et al., 2009), ya que permite la
union de la Fibra con las integrinas de membrana, ya mencionadas en el apartado de
Material y Métodos, en la seccion de Material, porque las células tumorales carecen del
receptor CAR (Iguchi et al., 2012). Ademas, se incluy6 una K (lisina) en el ICOVIR-15,
con lo que se construyo el ICOVIR-15K. Esta K (Lys) permitié que el virus fuera mas

efectivo contra estas células tumorales (Rodriguez-Garcia et al., 2015).

Este virus expresa la enzima hialuronidasa PH20. El virus AdwtRGD-PH20 expresa
esta enzima. Como se vio que degradaba eficientemente el acido hialurénico, el cassette
de expresion de la hialuronidasa PH20 se insertdé en el ICOVIR-15, obteniéndose el
ICOVIR-17.

Los virus que expresan enzimas que degradan la matriz extracelular estdn siendo

utilizados para mejorar su propagacion en los tumores sélidos (Smith & Lichty, 2011).

El grupo de Ramon Alemany ha demostrado que la expresion PH20 por un adenovirus
oncolitico degrada la ECM, mejora la propagacion viral a través de la masa tumoral y
mejora la eficacia global antitumoral sin aumentar su toxicidad (Rodriguez-Garcia et
al., 2015). También ha demostrado que una dosis tUnica de hialuronidasa en
combinacion con un adenovirus oncolitico es suficiente para mejorar la distribucion del
adenovirus dentro de la masa tumoral y mejorar su actividad antitumoral. En estudios
anteriores se ha publicado que la degradacion de ECM mejora la propagacion viral y por

lo tanto es enormemente ventajoso para la viroterapia oncolitica (Ganesh et al., 2008).

Estos experimentos tuvieron distintas limitaciones, como que el efecto de la
hialuronidasa sobre la modulacion de la matriz extracelular es transitorio y reversible
dentro de las primeras 48 horas. Por lo tanto, la mejora de la actividad antitumoral
observada con la terapia de combinacién se debe probablemente a la produccion

temprana de los virus después del inicio del tratamiento.

Mediante el uso de este método, Ganesh, S. et al demostraron que el tratamiento de
combinaciéon de un adenovirus oncolitico y la PH20 humana recombinante aumenta
significativamente la actividad antitumoral y la supervivencia de los animales

portadores de tumores en dos modelos diferentes. Por ello, disefiaron un virus que

144



Discusion

expresaba la enzima PH20 (Guedan et al., 2010), el virus ICOVIR-17 (virus parental
del virus VCN-01). Pero como este virus no tenia la modificacion RGDK de la Fibra, el
grupo de Ramén Alemany, insertd el cassette de expresion en el ICOVIR-15K

consiguiendo de esta manera el virus VCN-01 (Guedan et al., 2010).

Los tumores con gran cantidad de dacido hialurénico son tumores de pulmon,
colorrectales, de mama, de prostata, pancreas o de vejiga, por ello, son buenos
candidatos para ser tratados con este virus ya que no hay un tratamiento realmente
efectivo para estos tumores. Por tanto, en estudios anteriores, se ha analizado la
efectividad del virus VCN-01 mediante ensayos in Vvitro para comprobar la eficacia de
este virus en lineas celulares establecidas de melanoma (SkMel-28), de adenocarcinoma
de pulmén (A549), de carcinoma de prostata (PC3), células tumorales de péancreas
(BxPC3, Rwpl y MiaPaCa-2), de colon (HTCC116) y de riidon (HEK293). También
utilizaron células tumorales de tumores de cabeza y cuello (SCC-29) (Guedan et al.,
2010; Rodriguez-Garcia et al., 2015). Finalmente, se hicieron estudios in Vvivo con
ratones inmunocompetentes en los que la via de administracion fue sistémica o

intratumoral.

Los resultados in vitro arrojados por estos ensayos mostraron que este virus era
significativamente mas efectivo contra las lineas celulares tumorales mencionadas
anteriormente, comparado con sus virus parentales, el adenovirus ICOVIR-17 (expresa
la enzima PH20) y el virus ICOVIR-15K (presenta la modificacion RGDK que aporta
mayor infectividad en la células tumorales). Igualmente, fue capaz de disminuir el
volumen del tumor significativamente, comparado con el ICOVIR-15 y el ICOVIR-17
en los ensayos in vivo. Ademas, los estudios no mostraron toxicidad cuando se inyecto
el virus VCN-01 por via intravenosa, comparado con ICOVIR-5 y el ICOVIR-17. Por lo
tanto, VCN-01 es un vector seguro cuando se administra sistémicamente y presenta un
efecto antitumoral significativo en diferentes tumores solidos (Rodriguez-Garcia et al.,

2015).
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1. Los PNETSs y los GBMs frente a Delta-24-RGD y VCN-01

Los PNETs tienen una matriz extracelular marcada por calcificaciones y rosetas de
Homer-Wright. Ademads, presentan la via se sefializacion del RB alterada. De estas
células, por otro lado, se conoce la disminuciéon de la expresion de CAR, pero la
expresion de las integrinas avB3 y avP5 es correcta (Shen et al., 2016). Por ello, estos
tumores se pueden considerar buenos candidatos para su terapia con el virus Delta-24-

RGD ademas de con el virus VCN-01.

Por su parte, el GBM presenta una gran cantidad de acido hialurénico en su matriz
extracelular (Knupfer et al., 1998), al igual que los tumores anteriormente mencionados,
por lo que el GBM seria un buen candidato para su tratamiento con este virus. Ademas,
la via de sefalizacion del RB esta alterada en estos tumores (Goldhoff et al., 2012),

haciendo que sean buenos objetivos para el virus VCN-01.

2. La expresion de CAR, Integrinas avp3 y avp5 y la infectividad

Los resultados obtenidos en la linea celular PFSK-1 se corresponden con la bibliografia
en la que se afirma que la expresion de CAR esta disminuida en tumores cerebrales
(Miller et al., 1998, Asaoka et al., 2000). Sin embargo, la linea celular SK-PN-DW
difiere ya que la expresion de CAR es muy elevada. Ademas, la expresion de CAR
también se correlaciona con la eficacia de la infeccion adenoviral (Lamfers et al., 2002;
Miller et al., 1998), que esta directamente relacionado con el nivel de la expresion de las

Integrinas avp3 y avps.

En nuestros resultados observamos como la expresion de la integrina avp5 es elevada
en ambas lineas celulares, sin embargo, la expresion de la integrina avB3 solo es
evidente en la linea celular PFSK-1. Por ello, la infeccion es mayor en la linea celular

PFSK-1 que en la SK-PN-DW.
Por tanto, nuestros resultados demuestran que éstas lineas celulares son facilmente

infectadas por los virus oncoliticos, ya que estos virus se internalizan en las células

tumorales gracias a la modificacion de la Fibra, el motivo RGD. Este motivo permite la
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interaccion de la Fibra con las integrinas avB3 y avB5 cuando la expresion de CAR es

muy baja.

3. La viabilidad celular

Para evaluar la efectividad antitumoral de los virus hicimos ensayos de viabilidad
celular. Pudimos ver que el virus VCN-01 tuvo un efecto antitumoral sobre las lineas de
PNETs mas potente, que el efecto del virus Delta-24-RGD. La IC50 fue menor en el
virus VCN-01, por lo que se necesita menos cantidad de este virus para conseguir matar
al 50% de células. El virus VCN-0I ejerci6 un efecto antitumoral sobre las lineas

celulares de GBM muy elevado.

Estos resultados estan avalados por los estudios realizados previamente por Alonso et al
y Hong Jiang et al. En ambos estudios, se hace referencia al efecto antitumoral que tiene
el virus Delta-24-RGD, ademas de que estas células tumorales son diana de este virus

(Alonso et al., 2012; Jiang et al., 2007).

Por otro lado, el virus VCN-01 es efectivo en células de carcinoma de pulmon,
melanoma, carcinoma de pancreas, de cabeza y cuello, como se describe en el trabajo de
Rodriguez-Garcia et al (Rodriguez-Garcia et al., 2015). Por ello, el efecto antitumoral
que ha tenido este virus frente a las células de GBM se corresponde con los estudios de

Rodriguez-Garcia et al.

4. La replicacion viral

Estudiamos la replicacion viral del virus Delta-24-RGD y VCN-01 en las lineas de
PNETs y GBM. Para ello, realizamos distintos ensayos cuyos resultados discutimos a

continuacion.

La replicacion viral fue analizada mediante el Western blot. Para este experimento se
estudiaron las proteinas Fibra y E1A. Se escogieron estas proteinas ya que se expresan
en distinto tiempo: E1A es una proteina temprana (Gubbay et al., 1990) que se
expresara siempre que el virus infecte a la célula, y la Fibra es una proteina tardia de la

capside, que solo se expresara si el virus se ha formado en su totalidad (Ahi & Mittal,
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2016). Al analizar estas proteinas pudimos conocer si el virus infectaba las células,
ademas de si se replicaba o no. Por ello, ambas proteinas son buenos candidatos para

analizar el grado de infeccion de las lineas celulares.

Los resultados obtenidos se corresponden con la bibliografia, se esperaba que la
infeccion fuera elevada y la replicacion ocurriera de forma dosis dependiente en ambos
virus (Alonso et al., 2012). Estos resultados también estan relacionados con la

viabilidad celular, ya que a mayor infeccion y mayor replicacion, mayor muerte celular.

Por otro lado, se analizé la expresion de la hialuronidasa PH20 del virus VCN-01, tanto
en PNETs como en GBM. En todas las lineas de ambos tumores se expresd la
hialuronidasa PH20, incluso de manera dosis dependiente, ya que la expresion de la
Fibra también fue de forma dosis dependiente. Ademas, la correlacion de ambos genes
se pudo representar con una linea recta. Esto indica que ambos genes siguen la misma

tendencia.

En los estudios de Ganesh et al se demostré que la administracion de hialuronidasa
mejora la potencia viral en los modelos de tumores metastasicos (Ganesh et al., 2008).
Por ello, los resultados sugieren que el virus no tendria problemas a la hora de su
propagacion por el tumor, ya que iria rompiendo el acido hialurénico a través de la
expresion de la hialuronidasa PH20. Estos tumores presentan mucho acido hialurénico
en su matriz extracelular, por ello, la correcta expresion de hialuronidasa en las células

tumorales de glioma podria mejorar la efectividad del virus, in vivo.

Finalmente, en los experimentos de replicacion viral se pudo analizar que ambos virus,
en todos los tipos de lineas celulares, tanto de PNETs como de GBM se replicaban
mejor a dosis mas altas. Ademas, el virus VCN-01 se replica mejor que el virus Delta-

24-RGD.

Los estudios publicados por Alonso et al y Rodriguez-Garcia et al respaldan nuestros
resultados, ya que podemos ver que realmente el virus VCN-01 se replica de forma mas
eficaz que el virus Delta-24-RGD. El equipo de Ramon Alemany demostré que el virus
VCN-01 se replica mejor que sus virus parentales (Rodriguez-Garcia et al., 2015) y el
virus Delta-24-RGD obtiene una replicacion mas elevada si se combina con un

medicamento quimioterapico (Alonso et al., 2008).
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5. El efecto antitumoral

En el estudio in vivo con las células PNETs observamos que a pesar de que la
supervivencia no fue muy elevada, comparando ambos virus en cada linea, tuvieron la

misma linea de supervivencia.

Los estudios de Jiang, H. et al afirmaron que el virus Delta-24-RGD ejerce un efecto
antitumoral en los ensayos realizados in vivo (Jiang et al., 2014). Por otro lado, en los
estudios realizados por Rodriguez-Garcia et al se obtuvieron datos en los que vieron
como el virus VCN-01 disminuye el tumor de manera significativa en los ensayos in
Vivo, realizados con ratones atimicos en tumores de melanoma y carcinoma pancreatico
comparado con el control (Rodriguez-Garcia et al., 2015). Por ¢llo, estos estudios se
correlacionan con nuestros resultados, en los que vemos un efecto antitumoral

significativamente positivo.

Ademas, Rodriguez-Garcia et al demostraron que el virus VCN-01 se mantenia en el
tiempo, mientras hubiera tumor. Por ello, en las inmunohistoquimicas de los cerebros de
la proteina Hex6n, mostraron que el virus solo se detectaba en los cerebros que tenian

tumor (Rodriguez-Garcia et al., 2015).

Por consiguiente, no se encontraron virus ni Delta-24-RGD ni VCN-01 en los cerebros
de ratones que no presentaron tumor. Estos resultados indican que el virus solo se

replica en las células tumorales.

Aunque la supervivencia fue parecida en ambos virus en las lineas celulares de PNETs,
solo evaluamos el virus VCN-01 en las lineas celulares de GBM. Del virus VCN-01 se
conoce que no tiene tanta toxicidad (Rodriguez-Garcia et al., 2015) como el virus Delta-
24-RGD (Jiang et al., 2014), ademas de que tiene un efecto antitumoral, infeccion y

replicacidon, mayor que éste ultimo.

En el estudio in vivo de GBM, se utilizaron dos modelos tumorales diferentes. En
ambos modelos se ha demostrado la actividad antitumoral efectiva con una sola
inyeccion. El virus infecta eficazmente las células tumorales establecidas y se replica en
todas las lineas celulares de glioblastoma tal y como se demuestra en los tumores

estudiados en el equipo de Juan Rojas (Rodriguez-Garcia et al., 2015).
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Ademas, como se ha comentado anteriormente, las inmunohistoquimicas de los
cerebros de la proteina Hexén también revelaron que no se encontraba el virus en el
tejido normal, en los cerebros que no desarrollaron tumor. Sin embargo, si se
encontraron virus en los tumores desarrollados. Estos resultados apoyan la hipétesis de

que el virus s6lo se replica en las células tumorales.

Por tanto, después de comparar el virus Delta-24-RGD con el virus VCN-01 en las
células de PNETs y analizar este Gltimo virus, en las lineas celulares de GBM se puede
determinar que el efecto antitumoral del virus VCN-O1 ha mejorado debido a la
expresion de una hialuronidasa soluble (PH20) y por la modificacion del motivo RGDK

de la Fibra.

Otra consideracion no cubierta por nuestro estudio es el efecto de VCN-01 en un
modelo inmunocompetente. Se ha especulado que el efecto antitumoral del virus se
debe no so6lo al efecto oncolitico intrinseco del mismo, sino también al
desencadenamiento de una respuesta inmune contra el virus y a su vez contra las células
tumorales. A este respecto, es interesante observar que la hialuronidasa es
inmunogénica (Chiarella et al., 2013, Hodge-Dufour et al., 1997, Horton et al., 1998a,
Horton et al., 1998b, Horton et al., 1999).

Sin embargo, podemos afirmar que el adenovirus VCN-01, ejerce un efecto antitumoral
eficiente ya que el 70-80% de los ratones de ambos modelos de GBM no presentaron
tumor a la hora del sacrificio. Por ello, a pesar de la falta del modelo
inmunocompetente, el virus VCN-01 es un buen candidato para un posible tratamiento

clinico.
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CONCLUSIONES

1. Los adenovirus Delta-24-RGD y VCN-01 son capaces de infectar, replicarse y
matar a lineas celulares establecidas de Tumores Neuroectodérmicos Primitivos

(PNETs).

2. El adenovirus VCN-01 mostrdé un mejor efecto antitumoral in vitro que el Delta-

24-RGD en las lineas celulares de PNETsSs.

3. La expresion de la enzima PH20 del virus VCN-01 es dosis-dependiente en
todas las lineas celulares PNETSs tratadas. La expresion de la enzima PH20 se

correlaciona con la proteina Fibra.

4. Los adenovirus VCN-01 y Delta-24-RGD mostraron un efecto antitumoral in
Vivo robusto. Ambos virus alargaron significativamente la media de

supervivencia de ratones con tumores ortotopicos de PNET.

5. El adenovirus VCN-01 es capaz de infectar, replicarse y matar a lineas celulares

establecidas de Glioblastoma (GBM).

6. FEl adenovirus VCN-01 mostré un efecto antitumoral in vitro en las lineas

celulares de GBM.

7. La expresion de la enzima PH20 del virus VCN-01 es dosis-dependiente en
todas las lineas celulares de GBM tratadas. La expresion de la enzima PH20 se

correlaciona con la proteina Fibra.

8. El adenovirus VCN-01 mostré un efecto antitumoral in vivo robusto aumentando
la media de supervivencia respecto al control significativamente en ratones con
tumores ortotopicos de GBM. En principio, parece ser un buen candidato como

posible tratamiento clinico.
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Anexo I: Tabla de nomenclatura de aminoacidos.

Aminoacido Codigo de tres letras Caédigo de una letra

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Ile |

Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S

Treonina Thr T
Triptofano Trp \%
Tirosina Tyr Y
Valina Val \Y
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Abstract

Despite the recent advances in the development of antitumor therapies, the prognosis for
patients with malignant gliomas remains dismal. Therapy with tumor-selective viruses is
emerging as a treatment option for this devastating disease. In this study we characterize
the anti-glioma effect of VCN-01, an improved hyaluronidase-armed pRB-pathway-selec-
tive oncolytic adenovirus that has proven safe and effective in the treatment of several solid
tumors. VCN-01 displayed a significant cytotoxic effect on glioma cells in vitro. In vivo, in
two different orthotopic glioma models, a single intra-tumoral administration of VCN-01
increased overall survival significantly and led to long-term survivors free of disease.

Introduction

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary brain tumor in adults [1]. Mul-
timodal treatment with surgery, radiotherapy, and chemotherapy extends mean survival by
only a few months [2] whilst the overall survival after recurrence ranges from 3 to 9 months
[3]. Therefore, the need for new therapeutic strategies is evident.

The use of oncolytic adenoviruses in tumour treatment is attractive because these viruses
can be produced in high titers, do not integrate into the host chromosome, have a wide tro-
pism, and possess a lytic life cycle that can be exploited for oncolysis [4]. Several selective onco-
lytic adenoviruses have shown promising results in the treatment of GBM in the preclinical
setting [5-8]. However, these viruses encounter a major hurdle which is the distribution within
the tumor due to physical limitations. They face transport barriers in the tumor interstitium,
due to their size (90-100 nm), much larger than chemotherapeutic drugs and that impairs opti-
mal distribution in solid tumors. The main sources of physical resistance to virus (and drug)
transport are the extracellular matrix (ECM) and interstitial fluid, both of which are abundant
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in solid tumors. Of relevance for this work, the high-molecular-weight glycosaminoglycan,
hyaluronic acid (HA), makes up a significant portion of the brain extracellular matrix [9,10]

The current study investigates the antiglioma effect adenovirus VCN-01, which is a modi-
fied virus based on the ICOVIR platform [11]. We previously showed that ICOVIR-5, a previ-
ous version of VCN-01, in which the control of E1A is under an E2F-1 promoter insulated
with the myotonic dystrophy locus insulator showed a safe toxicity profile and a robust anti-
glioma effect [12,13]. The modifications incorporated in VCN-01 are; a selective replication
depending on pRB pathway deregulation (for tumor selectivity), a retargeting modification
RGDK in the fiber shaft binding (for tumor targeting) and the expression of a modified hyal-
uronidase (to break down the extracellular matrix). Previously, it has been shown that VCN-01
induces a potent and selective replication profile when delivered systemically, and they demon-
strate that the modifications described above improved antitumor efficacy while maintaining a
safe toxicity profile [14]. In this work we seek to characterize the antiglioma effect in vivo and
in vitro of the oncolytic adenovirus VCN-01. VCN-01 showed a potent oncolytic effect in vitro
against a panel of cell lines. Of importance, treatment of two different in vivo orthotopic glioma
models with VCN-01 resulted in a significant increase in overall survival and in the number of
long-term survivors. Overall, these results encourage further development of VCN-01 against
malignant gliomas.

Materials and Methods
Cell lines and culture conditions

Glioma cell lines U87MG, A172, T98G, U251MG, U373MG and SNB19 were obtained from
the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Cell lines were maintained in
DMEM/F12 (1:1, v/v) (Gibco, Life Technologies, NY, USA) supplemented with 10% fetal
bovine serum in a humidified atmosphere containing 5% CO, at 37°C. The adult glioma brain
tumor stem cell (BTSC lines GSC23, GSC11 were kindly provided by Dr. Lang (Department of
Neurosurgery; MD Anderson Cancer Center, USA). BTSCs were cultured as neurospheres.
The neurospheres were maintained in Dulbecco's modified Eagle/F12 medium (1:1, vol/vol)
(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA) supplemented with B27 (Thermo Fisher Scien-
tific Inc, Waltham, MA), basic Fibroblast Growth Factor and Epidermal Growth Factor (20 ng/
mL Sigma-Aldrich, St Louis, MO).

Cell viability assay

Cells were seeded in 96-well plates at a density of 1x10° cells per well. Cells were infected with
VCN-01 on the same day as seeding. VCN-01 construction was carried out as described previ-
ously [14]. MOI ranged from 1 to 250. Cell viability was assessed five days later using the MTT
assay (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) as described by Mosmann [15]. Dose-response
curves were analyzed using CalcuSyn Software (Biosoft, Cambridge, UK). IC50 is the median-
effective dose, that is, the dose that causes 50% of cells to be affected, which, in this case, is
equivalent to the dose that results in 50% survival.

Quantitative RT-PCR of mRNA levels

Quantitative RT-PCR was performed with ABI Prism-7500 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). The primers used for detection of hyaluronidase PH20 and Fiber mRNA transcripts
were:

« PH20 forward primer: 5'- CTTAGTCTCACAGAGGCCAC-3'
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« PH20 reverse primer: 5'- CCAGGAGCAAGGAGTGTGTA-3'
« Fiber forward primer: 5'- ATTTGCCACATCCTCTTACAC -3
o Fiber reverse primer: 5 CAAACGCTGTTGGATTTATG -3

The cycling conditions for PCR were one cycle of 10 minutes at 95°C followed by 15s at
95°C, 1 minute at 60°C for 40 cycles. To determine relative gene expression, the comparative
threshold cycle (Cr) method was used [16].

Western Blot analysis

Whole-cell lysate protein samples were resolved by SDS-PAGE, electro-blotted to a nitrocellu-
lose membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and incubated with the following antibodies:
rabbit anti-E1A (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and mouse anti-Fiber
(Thermo Scientific, MA, USA) and GRB2 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).

Viral replication assays

Cell cultures were grown to 60-80% confluence in 24-well plates and subsequently infected at
an MOI that allowed at least 80% infectivity. On day 4 after infection cells and medium were
harvested and freeze-thawed three times. Viral titers in cell extracts were determined according
to an anti-hexon staining-based method [17].

Animal studies

In order to assess the antiglioma effect of VCN-01 in vivo we used two different glioma mouse
models. The first one is the well-established U87 MG model. The other model uses the BTSC
GSC23 cell line, which develops infiltrative and diffuse tumors that reflect the phenotype of gli-
omas in human patients.

Ethical approval for animal studies was granted by the Animal Ethical Committee of the
University of Navarra (CEEA; Comité Etico de Experimentacién Animal under the protocol
number CEEA/069-13). All animal studies were done in the veterinary facilities of the
Center for Applied Medical Research in accordance with institutional, regional, and
national laws and ethical guidelines for experimental animal care. The animals were moni-
tored on daily basis and were euthanized when they demonstrate moribund behavior
including: slight head tilt, hemiparesis, hunched posture, scleral edema, inability to access
food/water, weight loss >20% of baseline, and excessive tumor burden as indicated by dom-
ing of cranium >0.5 cm, or if show signs of lower extremity weakness. The animals were sac-
rificed with CO2 inhalation. To minimize suffering of the animals, ketamine/xylazine or
buprenorphine was given for signs of pain, eye wincing, hunched state with front limbs over
the head.

Nude (nu/nu) mice were obtained from Taconic Farms Inc. U87 MG (5 x 10°) and GSC23
cells (3 x 10°) were engrafted into the caudate nucleus of athymic mice by means of the guide-
screw system described by [18]. On the third day after implantation of tumour cells, tumours
were injected with 5-pL of PBS, VCN-01 inactivated with UV light or VCN-01 solution: 10
mice received PBS, 10 mice received VCN-01 at 1x10® pfu/mouse previously inactivated with
UV (UVi), 10 mice received VCN-01 at a concentration of 1 x 10” pfu/mouse, and 10 mice
received VCN-01 at 1x10° pfu/mouse).
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Immunohistochemical analysis

Tumor xenografts and paraffin-embedded sections of mouse tumors were treated goat anti-
hexon antibody (Chemicon, CA, USA). For immunohistochemical staining, Vectastain ABC
kits (Vector Laboratories, CA, USA) were used according to the manufacturer's instructions.

Statistical analysis

For the in vitro experiments, data are expressed as mean + SD, and comparisons were by the
two-tailed Student ¢ test. The in vivo cytopathic effect of VCN-01 on human glioma xenografts
was assessed by plotting survival curves according to the Kaplan-Meier method. Survival in dif-
ferent treatment groups was compared using the log-rank test.

Results

VCN-01 exerts a potent antitumor effect in established and brain tumor
stem cell lines

To examine the antiglioma effect of the oncolytic adenovirus VCN-01 we performed viability
assays in a battery of established glioma cell lines (U87-MG, A172, T98G, U251-MG, U373,
and SNB19) and brain tumor stem cells (BTSC, GSC23, and NSC11) and also in the murine gli-
oma GL261. We choose the GL261 as a possible resistant cell line since adenovirus replication
is compromised in murine cell lines. All the glioma cell lines tested were susceptible to the cyto-
toxic effect of VCN-01. MOI ICs, ranged from 0.88+0.12 to 213+18. U87-MG was the most
sensitive cell line, and GSC23 the most resistant (Fig 1). As expected BTSC lines were more
resistant than established glioma cell lines at a similar or higher level than the virus resistant
GL261 cell line. Dose-response cytotoxicity was observed in all cell lines.

VCN-01 replicates efficiently in vitro

Replication was assessed by characterization of the expression of early and late adenoviral pro-
teins. E1A is expressed immediately after infection and initiates the viral replication cycle [19].
Fiber is a protein component of the capsid, it is expressed late in the replication process, and it
is thereby indicative of an effective viral replication cycle. Cells were infected at either 1 or 10
MOTIs and protein expression was assessed 48 hours later. We observed a robust and dose
dependent expression of both E1A and Fiber proteins in all the cell line tested (Fig 2A) except
in the GL261 cell line where, as expected, fiber expression was absent. In addition, we observed
E1A and Fiber expression differences amongst the cell lines used suggesting differences in the
susceptibility to the virus effect. Next, we were interested in assess whether the hyaluronidase
(PH20) protein was being efficiently expressed by VCN-01. Analyses of PH20 mRNA expres-
sion in all the cell lines used in this study (except GL261) showed a consistent mRNA expres-
sion that was virus-dose dependent (Fig 2B). The expression of PH20 mRNA correlated with
the expression of Fiber (Fig 2B), suggesting similar kinetics.

Finally, quantification of VCN-01 replication and comparison of replication in cells infected
with 1 MOI or 10 MOI indicated that VCN-01 replicated effectively in all the cell lines tested
(Fig 2C). Replication was less effective in the BTSC lines, GSC23 and GSC11. Viral replication
was up to ten-fold higher in cells infected at a MOI of ten as compared to those at a MOI of
one. We also assessed the replication of VCN-01 in GL261 cell line and as expected we did not
observed any replication even at the highest dose used (300 MOIs) when compared with the
control (VCN-01 infected cells at 300 MOIs at 4 hours) (Fig 2D).

In conjunction, these results indicate that the virus infects and replicates effectively in gli-
oma cell lines. Moreover, in vitro, the virus expresses PH-20.
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Fig 1. VCN-01 exerts a potent antitumor effect in established and brain tumor stem cell lines. (A) Cell viability analyses of VCN-01 infected glioma cell
lines. Cell viability was assessed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assays five days after infection. Data are shown
as the percentage (mean +SD) of cells alive after infection with VCN-01 at the indicated multiplicities of infection (MOls) relative to cells infected with UV-
inactivated VCN-01 (control, equal to 100%).

doi:10.1371/journal.pone.0147211.9001

VCN-01 treatment results in a significant antitumor effect in two
orthotopic glioma models

Mice bearing U87 MG or GSC23 intracranial xenografts were given intratumorally a single
injection of PBS (control), VCN-01 inactivated with UV (VCN-UVi 1x 108 pfu/mouse) VCN-
01 (1x10” pfu/mouse) or VCN-01 (1x 108 pfu/mouse). The median survival for mice that
received PBS or the virus inactivated with UV was 34/32 and 63 days, for U87 MG and NSC-23
mice, respectively. In contrast, the median survival of mice treated with VCN-01 at 1x10” pfu
were 86 and 85.5 days, for U87 MG and GSC23 mice, respectively. All U87-MG mice injected
with PBS or UV-inactivated virus died by day 39, and all GSC23 mice injected with PBS or
UV-inactivated virus died by day 70. Meanwhile, 80% of mice (both models pooled) whose
tumours were injected with 1x10°® pfu of VCN-01 were alive at 90 days (Fig 3A).

Hematoxylin and eosin (H&E) staining revealed large, aggressive tumours in PBS control
mice while mice that received 10” pfu VCN-01 had smaller tumours with extensive necrotic
areas surrounded by areas displaying prominent viral inclusion bodies suggestive of effective
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Fig 2. VCN-01 replicates efficiently in glioma cell lines in vitro. (A) The expression amounts of Fiber and E1A proteins in human glioblastoma were
determined by Western blot analysis. Note that the levels were viral dose-dependent in all the cell lines. (B) The expression of Fiber and PH20 mRNA in all
the cell lines were determined by real time PCR; expression of both genes was correlated, suggesting similar kinetics and dose-dependency. The cell lines
used were SNB19, T98G, U87 MG, A172, U373 MG, U251 MG, GSC23 and GSC11. (C) The quantification of VCN-01 viral replication in all the cell lines.
Human glioblastoma cells were infected with two dilutions of VCN-01 (1 MOI and 10 MOQls). The virus replicated up to ten-times better in the cells infected
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with 10 MOls, which demonstrates that the virus infected and replicated efficiently in glioblastoma cell lines in vitro. (D) The quantification of VCN-01 viral
replication in GL261 murine cell line. GL261 cells were infected with two dilutions of VCN-01 (100 MOI and 300 MOls). As a control for the replication we used
cells infected with VCN-01 at 300 MOls and collected 4 hours after infection, during this time the virus does not have time to replicate indicating the initial viral

particles.

doi:10.1371/journal.pone.0147211.g002

viral infection and replication (Fig 3B). These latter areas typically stained for hexon proteins
(Fig 3C). Immunohistochemical studies of the brains of long-term survivors (of both U87 MG
and GSC-23 mice) showed no evidence of residual tumor; there was no staining with anti-
hexon antibodies, indicating an absence of viral particles (Fig 3C). In addition, we assessed the
expression of hyaluronic acid in the different treatment groups and compare it with the expres-
sion of hexon. Brains from control animals showed a uniform hyaluronic acid staining
throughout the tumor and the brain. Meanwhile in VCN-01 treated animals we could observed
that in areas surrounding hexon staining there was less hyaluronic acid staining suggesting the
effect of the hyaluronidase enzyme (Fig 3D; representative images from GSC23 bearing mice).

In summary, a single intra-tumoral injection of VCN-01 resulted in significant improve-
ment in survival in two different mouse models for glioma. These data suggest that VCN-01
may be a promising therapeutic agent for glioma.

Discussion

GBM is an aggressive tumor whose progression current therapies only manage to delay by a
few months. In the preclinical glioma study reported here, we characterize the anti-tumor effect
of VCN-01, a new generation oncolytic adenovirus developed by genetic modification from the
ICOVIR platform [14]. We found VCN-01 to induce a potent antitumor effect in vitro and in
vivo, and we therefore consider this virus to be a promising potential treatment for gliomas.

VCN-01 replication is engineered to require the existence of free E2F and is therefore
dependent on pRB pathway deregulation. Overexpression of E2F1 protein and the activation
of E2F-responsive promoters have been reported, by our group and others, to occur in gliomas
[20,21] and consequently, VCN-01 replication is expected to proceed in glioma cells. This
expectation was confirmed in the current study.

Several years ago our group published results of a study into the antiglioma effect of a pre-
cursor of VCN-01, ICOVIR-5, which combines Ela transcriptional control by an insulated
form of the E2F promoter with the Delta24 mutation of Ela. ICOVIR-5 has also the Kozak
sequence at the Ela start codon, and this sequence is important to restore Ela expression and
viral replication to AdwtRGD levels in tumor cells. ICOVIR-5 proved to be a highly selective
vector in glioblastoma preclinical models [12] and non-toxic to the model animal when admin-
istered systemically [13]. The drawback, however, was that ICOVIR-5 was less potent than the
same adenovirus without the E2F promoter. In contrast, VCN-01 is not only a safe vector
when delivered systemically but has a significant antitumoral effect in different solid tumors
[14].

In the current in vivo study, we used two different tumour models: a U87MG-based model,
which is aggressive but does not reflect the infiltrative phenotype of GBM; and a GSC23 model,
which is a BTSC line and gives rise to extremely aggressive and invasive tumours. Even with
GSC23-derived tumours, VCN-01 demonstrated effective antitumor activity with a single
injection.

Our study does not compare VCN-01 with other viruses, such as ICOVIR-5, and therefore
it remains a matter of speculation whether the enhanced antitumor effect is due to the
improved infectivity plus the expression of a soluble hyaluronidase (PH20). Another consider-
ation not covered by our study is the effect of VCN-01 in an immunocompetent model. It has
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Fig 3. VCN-01 treatment results in a significant antitumor effect in two different in vivo glioma models. (A) Kaplan-Meier survival curves for overall
survivalin VCN-01 (107 pfu), VCN (108 pfu) and control (PBS)-treated athymic mice bearing U87 MG and GSC23 intracranial xenografts. Intracranial
implantation of U87 MG or GSC23 cells (day 0) was followed by one intratumoral injection (on day 3) of VCN-01 (107 pfu; n = 10), VCN-01 (10® pfu; n = 10),
VCN-01 108 pfu UV inactivated (VCNO1-UVi; n = 10) or PBS (control; n = 10). The P values were determined by the log-rank test and represent a comparison
of survival of VCN-01—treated mice with that of mice treated with PBS. (B) Hematoxilin and eosin staining of cross sections of U87 MG or GSC23 xenografts

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0147211 January 25, 2016 8/10



@’PLOS ‘ ONE

Antiglioma Effect of VCN-01

treated with PBS or VCN-01. (C) Hexon immunostaining of the brains of animals treated with VCN-01 (107 pfu), VCN (108 pfu) or control (PBS). The tissue
sections were incubated with anti-hexon antibodies. The magnification of histo-chemical images is x20. (D) Representative Hyaluronic acid and hexon
immunostaining of the brains of animals bearing GSC23 cell line treated with VCN-01 (107 pfu), or control (PBS). The tissue sections were incubated with
anti-hyaluronic acid and hexon antibodies. The magnification of histo-chemical images is x20.

doi:10.1371/journal.pone.0147211.g003

been speculated that the antitumor effect of oncolytic viruses is due not only to the intrinsic
cytolytic effect of the virus but also to the triggering of an immune response against the virus
and in turn against the tumoral cells hosting that virus. In this respect, it is interesting to note
that hyaluronidase is known to be immunogenic [22-26].

In conclusion, in vitro, VCN-01 effectively infected cells and replicated in glioma cell lines,
significantly reducing tumor growth. In vivo, a single intra-tumoral injection of VCN-01
resulted in significant (P<0.0001) improvement in survival in two different mouse models for
glioma. These preclinical results suggest that VCN-01 warrants further study to evaluate its
potential in the treatment of malignant gliomas.
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