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DESCRIPCION
Terapia para el cancer con parvovirus y combinacioén con quimioterapia

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende (a) un parvovirus y (b) un agente
guimioterapéutico y al uso de dicha composicidn para el tratamiento del cancer, por ejemplo un tumor cerebral o
cancer de pancreas.

El adenocarcinoma ductal pancreéatico (ACDP) es una de las neoplasias malignas gastrointestinales mas letales. El
ACDRP es la cuarta causa mas frecuente de muertes relacionadas con cancer en Norteamérica, la sexta en Europa y
la quinta en el Reino Unido. [1, 2] La enfermedad es muy resistente a los tratamientos disponibles en la actualidad.
La reseccién quirdrgica proporciona la mejor posibilidad de supervivencia a largo plazo, pero Gnicamente es viable
en una minoria de pacientes y no esta exenta de riesgo. [3] En la enfermedad avanzada, cuando la cirugia no es
una opcion, la quimioterapia entra en juego usando, en concreto, gemcitabina o 5-FU (5-fluorouracilo), aunque los
efectos todavia son modestos y siempre se acompafian de una toxicidad general alta. [4] La gemcitabina ha sido
aprobada por la FDA como terapia de primera linea para pacientes con cancer de pancreas metastasico o
localmente avanzado. Este farmaco es un analogo de la desoxicitidina dependiente del ciclo celular de la clase de
los antimetabolitos que es transportado al interior de las células por transportadores nucleosidicos equilibradores
humanos (hENT) y se fosforila en su forma trifosfato activa por accion de la desoxicitidina quinasa (dCK). Un motivo
de preocupaciéon importante con la terapia de gemcitabina reside en el desarrollo de resistencia a este
quimioterapéutico. Esta resistencia se puede deber a la menor importacion/fosforilacion del farmaco y/o a la mayor
exportacion desde la célula a través de los miembros de la familia de transportadores ABC, MDR y MRP1/2, lo que
tiene como resultado la deplecidon del conjunto intracelular de gemcitabina activada .[5] Se estan explorando
combinaciones de gemcitabina con otros regimenes terapéuticos para mejorar el efecto anticanceroso erradicando
las variantes resistentes o para permitir la reduccion de las dosis de quimioterapia y su toxicidad consiguiente.

La terapia del cancer usando virus o derivados de vectores armados que matan especificamente las células
transformadas neoplasicamente (onicolisis) es un nuevo enfoque al tratamiento de esta enfermedad mortal.[6]
Algunos parvovirus auténomos pertenecen a la categoria de los denominados virus oncoliticos.[7] algunos
parvovirus son particulas pequefias (25-30 nm) sin cubierta que contienen un genoma de ADN monocatenario de
5,1 kb desde el que se expresan dos proteinas no estructurales (NS1, NS2) y dos de la capsida (VP1, VP2). [8] El
parvovirus H-1PV tiene la Unica ventaja de desencadenar un proceso de muerte distinto, al menos en tumores
cerebrales y en algunos otros tumores, a saber, la recolocacion citosélica y la activacién de las proteasas
lisosémicas (catepsinas). [12] Varios miembros del género parvovirus (H-1PV, MVM, Lull), cuyos huéspedes
naturales son los roedores, estan actualmente siendo considerados para aplicaciones en terapia génica del cancer
debido a su fracaso para transformar las células huésped, la capacidad de producir infeccién asintomatica de seres
humanos y la habilidad para propagarse preferentemente (oncotropismo) y matar (oncolisis) células transformadas
neoplasicamente. [9,10,24] Se ha demostrado que los virus MVMp y H-1PV ejercen actividades oncosupresoras in
vivo, es decir son capaces de inhibir la formaciéon de tumores espontaneos quimica o viricamente inducidos en
animales de laboratorio. Los vectores basados en un casete de expresién de parvovirus conservan las
caracteristicas oncotrépicas de los virus silvestres. [11] A pesar de los impresionantes resultados conseguidos, la
eficacia anticancerosa de los candidatos de parvovirus mas prometedores para las aplicaciones clinicas en
humanos (incluido el H-1PV) tienen que mejorarse, por ejemplo en lo que respecta a la prolongacién del ciclo de
vida tras el diagndstico.

Ademas, se sabe que los vectores de parvoviridae se pueden emplear como vehiculo con el fin de introducir un
acido nucleico supresor tumoral, es decir un gen supresor tumoral, en un paciente que sufre cancer [25].

Por tanto, es un objeto de la presente invencion proporcionar un medio para una terapia mejor a base de
parvovirus.

De acuerdo con la invencién, esto se consigue mediante las materias objeto definidas en las reivindicaciones. La
presente invencion se basa en los hallazgos del solicitante de que, mediante el tratamiento combinado con un
parvovirus y un agente quimioterapéutico como gemcitabina (siendo el quimioterapéutico mas potente para el
cancer de pancreas y otros tipos de cancer hasta la fecha, pero todavia tiene un perfil de toxicidad elevada), la
toxicidad de este farmaco podria reducirse y mejorarse la eficiencia terapéutica. Se implantaron tumores
pancreaticos ortotépicamente en ratas de Lewis y se trataron con gemcitabina, H-1PV o ambos, combinados en
diferentes regimenes terapéuticos. El tamafio del tumor se monitorizé6 mediante tomografia computerizada, mientras
que las funciones de la médula 6sea, el higado y el rifion se controlaron mediante los niveles de marcadores
clinicamente relevantes. Las lineas de células pancreaticas y sus derivados resistentes a gemcitabina se analizaron
in vitro para determinar la sensibilidad a H-1PV o la correspondiente combinacion del farmaco. Se pudo mostrar que
la gemcitabina, seguida de la inyeccién intratumoral de H-1PV, condujo a un retraso del crecimiento tumoral,
ausencia de metastasis en la TC y prolongacién de la supervivencia de los animales. La deteccion selectiva
toxicoldgica mostr6 que el H-1PV no producia ningun dafio organico adicional tras la combinacién con gemcitabina.
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En estudios in vitro demostraron que, a pesar del efecto negativo de la gemcitabina sobre la replicacion del
parvovirus, la combinacion sumé de forma sinérgica el efecto de cada tratamiento. Las células resistentes
permanecieron sensibles a la muerte por H-1PV y pudieron conservar la expresiéon viral en presencia de
gemcitabina. Se obtuvieron resultados comparables con el tratamiento de gliomas usando una combinacion de
parvovirus y el farmaco quimioterapéutico temzolomida. Por tanto, los parvovirus tienen un tremendo potencial
terapéutico para tratar canceres como ACDP y gliomas, preferentemente en combinacién con quimioterapia en un
protocolo de dos etapas.

Descripcion breve de las figuras

Figura 1: Sensibilidad de lineas celulares de ACDP a los efectos téxicos de H-1PV solo o combinado con
gemcitabina

(A) Capacidad residual de formacion de colonias de las células Panc-1 y BxPC-3 tras la infeccion por H-1PV
a las MOI indicados. Las colonias se contaron tras tincion con cristal violeta y la supervivencia se presenta
como el porcentaje de células tratadas de forma simulada.

(B) Muerte de las células mencionadas anteriormente tratadas con concentraciones crecientes de
gemcitabina, seguido 24 horas mas tarde de infeccion por H-1PV a una MOI de 10 ufc/célula. La
supervivencia celular se midi6 mediante ensayos MTT realizados 72 horas después de la infeccién en
comparacion con cultivos tratados de forma simulada (100 %) y se expres6 de forma inversa como muerte
celular.

Se indican los valores medios y las barras de SD de 3 experimentos independientes llevados a cabo por triplicado.

Figura 2: Caracterizacion de lineas celulares resistentes a gemcitabina y su sensibilidad al H-1PV

A, Expresion de marcadores de resistencia a farmacos en células Panc-1 y BxPC-3 parentales (-) y
resistentes a gemcitabina (R), medida mediante RT-PCR. Los niveles de transcripcién de [-actina sirvieron
como referencia.

B, Micrografias de células Panc-1 y BxPC-3 resistentes a gemcitabina (R), infectadas (H-1PV) o no
(simulado) con H- 1PV a una MOI = 10 UR/célula (aumento 40x).

C, Sensibilidad de las células Panc-1 (parte superior) y BxPC-3 (parte inferior) resistentes a gemcitabina (R) y
parentales a H-1PV frente al tratamiento con gemcitabina. Las células se sembraron a una densidad de 2 x
10° células/pocillo en placas de 96 pocillos y se trataron con H-1PV (10 UR/célula, columnas de H-1PV) o
con gemcitabina (40 ng/ml), columnas de gemcitabina. Se realizaron ensayos de citotoxicidad MTT 144
horas después del tratamiento. Se muestran los resultados de 3 experimentos independientes. Las
diferencias estadisticamente significativas se indican con un asterisco (* para P < 0,05, y ** para P < 0,005).

D, Transduccion de EGFP por un H-1PV recombinante en células Panc-1y Panc-17. Los cultivos se trataron
(parte inferior) o0 no (parte superior) con gemcitabina (40 ng/ml) y se infectaron de forma concomitante con el
vector vital (5 UR/célula). Las células que expresaban el gen transducido se detectaron mediante
microscopia de fluorescencia a las 48 horas de la infeccion. Se muestran los campos representativos.

Figura 3: Efecto del H-1PV en un modelo de rata de formacién de ACDP

Las ratas (n 26) recibieron una inyeccion intrapancreatica de una suspensién celular derivada de tumores HA-RPC
subcutaneos y las neoplasias en desarrollo se trataron 2 semanas después mediante inoculacion intratumoral de 1
x 10° UR de H-1PV (n=16) o tratados de forma simulada (n= 10).

A, Crecimiento de tumores tratados con H-1PV frente a simulado. Los volimenes de los tumores se midieron
como una funcion del tiempo mediante TCm y se presentan como las medias con barras de SD.

B, Supervivencia de animales tratados con H-1PV frente a simulado. Diez ratas de cada grupo se
monitorizaron durante 120 dias, tiempo tras el cual se detuvo el experimento.

C, Distribucién de la expresién de H-1PV en ratas portadoras de tumor. Dos ratas del grupo tratado con H-
1PV se sacrificaron los dias 2, 10 y 20 tras la infeccion y sus 6rganos se procesaron para la deteccion
mediante RT-PCR de transcritos virales. Los productos de la PCR correspondientes al ADN viral y al ARN
precursor (ADN/ARN) y al ARNm se muestran para el intestino (Int), los parches de Peyer (Pey), el higado
(Hig), el bazo (Baz), los ganglios linfaticos (GL), el pancreas (Pan) y el tumor(Tu).

D, Deteccion inmunohistoquimica de la proteina NS1 del H-1PV (felchas) en tumores pancreaticos
infectados. Se sacrificé a tras ratas portadoras de ACDP 3 horas, 3 dias y 7 dias después de la inoculacion
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intratumoral. La inmunohistoquimica se realizé con secciones de tumor embebidas en parafina (aumento
20x).

E, Caracteristicas del modelo de tumor en rata: sensibilidad a la infeccién por H-1PV e histologia.

(a) Las células se cultivaron en placas de 96 pocillos y se trataron con concentraciones crecientes de
gemcitabina (4-4000 ng/ml), seguido, 24 horas después, de infeccion por H-1PV (10 UR/célula). La
supervivencia celular se midié6 mediante ensayos MTT realizados 72 horas después de la infeccion en
comparacion con cultivos tratados de forma simulada (100 %) y se expresé de forma inversa como la
tasa de muerte celular.

(b) Las secciones de tumor embebidas en parafina de pancreas de ratas normales y de tumor
pancreético se sometieron a tincién con hematoxilina-eosina; PN- pancreas normales, ACDP- carcinoma
ductal pancreético.

Figura 4: Imagen de TCm de tumores pancreaticos ortotépicos

A, Imagenes TC abdominales de una rata en un estadio inicial (2 semanas) tras el inicio del tumor, que muestra un
tumor de unos 5 mm de diametro (linea discontinua) en la cola del pancreas.

B, Evolucion del ACDP en ausencia de viroterapia, con una gran masa de tumor primario (lineas discontinuas) y
metéastasis en los ganglios linfaticos y el higado (flechas) a las 8 semanas del inicio.

C, Regresion del tumor primario y ausencia de metastasis en una rata tratada con H-1PV y examinada 2 y 8
semanas después del inicio. Se seleccionaron imagenes de TCm sagitales, axiales y coronales para ilustrar la
localizacion de los tumores primarios y las metastasis.

Figura 5: Supervivencia de los animales portadores de tumor tras el tratamiento combinado con gemcitabina y
parvovirus

A, Las ratas portadoras de tumores intrapancreaticos se dividieron en cuatro grupos (n= 11) y fueron tratadas con
PBS (control), gemcitabina sola (gemcitabina), gemcitabina y virus de forma simultanea (H-1Parvovirus y
gemcitabina) o gemcitabina primero y H-1PV 14 dias después (gemcitabina antes del H-1Parvovirus). La
supervivencia de los animales se monitorizé6 en un periodo de 100 dias y se presenta en forma de curvas de
Kaplan-Meyer, con la mediana de la supervivencia y los valores P indicados a continuacion.

B, Los ratones atimicos con tumores BxPC-3 subcutaneos se dividieron en cuatro grupos (n= 5) y fueron tratados
21 después del inicio del tumor con PBS (control), gemcitabina sola (gemcitabina), virus solo (3 x 10° UR) (H-1
Parvovirus) o gemcitabina primero y H-1PV 7 dias después (gemcitabina antes del H-1Parvovirus).

Figura 6: Evaluacion toxicolégica de la combinacién gemcitabina y H-1PV

Se obtuvo sangre de 3 ratas portadoras de ACDP cada una de los grupos control, gemcitabina y gemcitabina antes
de H-1PV (véase la Fig. 4A) 2 semanas después del Ultimo tratamiento terapéutico. Las muestras se analizaron
para determinar: (A) recuentos de glébulos rojos (RBC), plaquetas y glébulos blancos (WBC) y parametros
relacionados; (B) marcadores en higado (aspartato aminotransferasa [ASAT], alanina aminotransferasa [ALAT]) y
en rifidn (creatinina). Los datos mostrados son las medias con barras de SD.

Figura 7: Astrocitos tras tratamiento durante 6 dias

Se muestra el porcentaje de los astrocitos humanos supervivientes (%) 6 dias después del tratamiento con H-1PV
(virus), tratamiento combinado con H-1PV y TMZ (V + TMZ), y tratamiento con sélo TMZ (TMZ).

Figura 8: Células RG2 tras tratamiento durante 3 dias y 6 dias, respectivamente

Se muestra el porcentaje de células RG2 supervivientes [%] 3 dias (A) y 6 dias (B) después del tratamiento con H-
1PV (virus), tratamiento combinado con H-1PV y TMZ (V + TMZ), y tratamiento con s6lo TMZ (TMZ).

Figura 9: Células US7MG tras tratamiento durante 3 dias y 6 dias, respectivamente

Se muestra el porcentaje de células U87MG supervivientes [%] 3 dias (A) y 6 dias (B) después del tratamiento con
H-1PV (virus), tratamiento combinado con H-1PV y TMZ (V + TMZ), y tratamiento con sélo TMZ (TMZ).

Figura 10: Células U373MG tras tratamiento durante 3 dias vy 6 dias, respectivamente

Se muestra el porcentaje de células U373MG supervivientes [%] 3 dias (A) y 6 dias (B) después del tratamiento con
H-1PV (virus), tratamiento combinado con H-1PV y TMZ (V + TMZ), y tratamiento con sélo TMZ (TMZ).
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Figura 11: Células U343MG tras tratamiento durante 3 dias vy 6 dias, respectivamente

Se muestra el porcentaje de células U343MG supervivientes [%] 3 dias (A) y 6 dias (B) después del tratamiento con
H-1PV (virus), tratamiento combinado con H-1PV y TMZ (V + TMZ), y tratamiento con sélo TMZ (TMZ).

Figura 12: Células A172 tras tratamiento durante 3 dias y 6 dias, respectivamente

Se muestra el porcentaje de células A172 supervivientes [%] 3 dias (A) y 6 dias (B) después del tratamiento con H-
1PV (virus), tratamiento combinado con H-1PV y TMZ (V + TMZ), y tratamiento con s6lo TMZ (TMZ).

Figura 13: Sensibilidad de lineas celulares de ACDP a los efectos téxicos de H-1PV solo o combinado con
gemcitabina

Las células Colo357, T3M-4, SU86.86, MiaPaCa-2, Panc-1 y BxPC-3 se cultivaron a una densidad de 2 x 10°
células por pocillos en placas de 96 pocillos y se trataron con gemcitabina (0,4-4000 ng/ml), seguido, 24 horas
después, de infeccion por H-1PV (1, 10 o 100 UR/célula). La supervivencia se midi6 mediante ensayos MTT
realizados 72 horas después de la infeccién en comparacion con cultivos tratados de forma simulada (100 %) y se
expresé de forma inversa como la tasa de muerte celular. Los datos se presenten en forma de las medias de 3
experimentos independientes realizados por cuadruplicado.

Figura 14: Actividad de catepsina B en lineas células de ACDP tratadas

Células Panc-1, BxPC-3 y Capan-1 se trataron con H-1PV (10 UR/célula) y gemcitabina (4 ng/ml), sola o en
combinacion, y se procesaron para determinar las actividades de catepsina B citosélica y lisosémica. Se dan las
proporciones citosolicas frente a lisosémicas y representan los valores medios con las barras de SD de 3
experimentos independientes.

Figura 15: Sensibilidad de células Colo357 y T3M-4 resistentes a gemcitabina a la muerte inducida por H-1PV

Las células seleccionadas segun la resistencia a gemcitabina tras la repeticién de la exposicion al farmaco se
trataron 24 horas después de sembrar con gemcitabina (1 ng/ml) o H-1PV (10 UR/célula). Para evaluar la
supervivencia se realizaron ensayos MTT 144 horas después del tratamiento. Los datos se expresan en forma de
porcentajes de muerte celular en comparacion con los controles tratados de forma simulada y representan los
valores medios con barras de SD de 3 experimentos independientes realizados por duplicado.

La presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que contiene un parvovirus y un agente
guimioterapéutico que es gemcitabina o temozolodina, preferentemente (a) un parvovirus y (b) el agente
quimioterapéutico como entidades separadas, por ejemplo en contenedores distintos.

Preferentemente, en dicha composicidn farmacéutica el parvovirus y el agente quimioterapéutico estan presentes
en una dosis eficaz y combinados con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Con “farmacéuticamente
aceptable” se quiere decir que abarca cualquier vehiculo, que no interfiere con la eficacia de la actividad biol6gica
de los ingredientes activos y que no es toxico para el paciente al que se le administra. Ejemplos de vehiculos
farmacéuticamente aceptables son bien conocidos en la técnica e incluyen soluciones salinas tamponadas con
fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua, varios tipos de agentes humectantes, soluciones
estériles etc. Dichos vehiculos se pueden formular mediante procedimientos convencionales y se pueden
administrar al sujeto a una dosis eficaz.

Una “dosis eficaz” hace referencia a cantidades de los ingredientes activos que son suficientes para afectar a la
evolucion y gravedad de la enfermedad, que conduce a la reduccién o remisién de dicha patologia. Una “dosis
eficaz” atil para tratar y/o prevenir enfermedades o trastornos se puede determinar usando procedimientos
conocidos para un experto en la técnica (véase, por ejemplo, Fingl y col., The Pharmocological Basis of
Therapeutics, Goodman and Gilman, eds. Macmillan Publishing Co., New York, pp. 1-46 ((1975)).

Vehiculos farmacéuticamente compatibles adicionales pueden incluir geles, materiales de matriz bioabsoribible,
elementos de implantacién que contienen el agente terapéutico o cualquier otro vehiculo, medios o materiales de
liberacion o dispensacién adecuados.

La administracion de los compuestos se pueden efectuar por diferentes modos, por ejemplo mediante
administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tépica o intradérmica. Por supuesto, la via
de administracion depende de la clase de terapia y la clase de compuestos contenidos en la composicion
farmacéutica. Una via de administracion preferida es la administracién intravenosa. El régimen de dosificacion del
agente parvoterapéutico y el agente quimioterapéutico se puede determinar facilmente con la experiencia de la
técnica, por el médico encargado de la atencion en base a los datos del paciente y otros factores clinicos, incluidos,
por ejemplo, el tamafio del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el sexo, el parvovirus concreto, la
célula, el agente quimioterapéutico etc., que se va a administrar, el momento y la via de administracion, el tipo y las
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caracteristicas del tumor, el estado de salud general del paciente y otras terapias farmacolégicas a las que el
paciente esta siendo sometido.

Si el o los agentes parvoterapéuticos de la combinacion de agentes de acuerdo con la invencion comprenden
particulas de virus infecciosas con la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, el tratamiento de puede
realizar, o al menos iniciar, mediante inyeccion intravenosa del agente terapéutico viral, por ejemplo el virus H1.
Una via de administracién preferida es la administracion intratumoral.

Dado que el tratamiento intravenoso a largo plazo es susceptible de ser ineficiente como resultado de la formacion
de anticuerpos neutralizantes al agente terapéutico viral, se pueden adoptar diferentes modos de administracién
tras una administracién viral inicial en régimen intravenoso, o dichas técnicas de administracion diferentes, por
ejemplo administracion del virus intracraneal o intratumoral, se pueden usar, como alternativa, mediante el curso
completo del tratamiento parvoviral.

Como otra técnica de administracion especifica, el agente parvoterapéutico (virus, vector y/o agente celular) se
puede administrar al paciente a partir de una fuente implantada en el paciente. Por ejemplo, un catéter, por ejemplo
de silicona o de otro material biocompatible), se puede conectar a un reservorio subcutaneo pequefio (reservorio de
Rickham) instalado en el paciente durante la eliminacion del tumor o mediante un procedimiento separado, para
permitir inyectar la composicién parvoterapéutica localmente varias veces sin intervencion quirdrgica adicional. El
parvovirus o vectores derivados también se pueden inyectar en el tumor mediante técnicas quirdrgicas
estereotacticas o mediante técnicas dirigidas de neuronavegacion.

La administracion de los agentes o composiciones de parvovirus también se puede realizar mediante infusion
continua de particulas viricas o fluidos que contienen particulas viricas a través de catéteres implantados a
velocidades de flujo bajas usando sistemas de bomba adecuados, por ejemplo bombas de infusién peristaltica o
bombas de liberacion potenciada por convenciéon (CED).

Como otro procedimiento de administracion mas de la composicion parvoterapéutica es un articulo implantado
construido y dispuesto para dispensar el agente parvoterapéutico al tejido canceroso deseado. Por ejemplo, se
pueden emplear obleas que se han impregnado con la composicion parvoterapéutica, por ejemplo el parvovirus H1,
en las que la oblea esta unida a los bordes de la cavidad de reseccion al final de la eliminacién quirargica del tumor.
En dicha intervencion terapéutica se pueden emplear multiples obleas. Las células que producen de forma activa el
agente parvoterapéutico, por ejemplo el parvovirus H1, o vectores H1, se pueden inyectar en el tumor o en la
cavidad tumoral tras la eliminacion del tumor.

La terapia combinada de acuerdo con la invencién es util para el tratamiento terapéutico del cancer, en particular en
tumores cerebrales y cancer pancreatico, preferentemente adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP) y puede
mejorar significativamente el prondstico de dichas enfermedades. La infeccion por parvovirus H1 efectla la muerte
de las células tumorales, pero no dafia las células normales y dicha infeccion puede llevarse a cabo mediante, por
ejemplo, uso intracerebral de un parvovirus adecuado, por ejemplo parvovirus H1, o un virus relacionado, o vectores
basados en dichos virus, para efectuar la terapia especifica de tumor sin efectos secundarios neurolégicos
adversos o de otro tipo.

La presente invencion también se refiere al uso de (a) un parvovirus y (b) un agente quimioterapéutico para la
preparacion de una composicion farmacéutica para el tratamiento del cancer, de modo que (a) y (b) se administran,
preferentemente, secuencialmente (o por separado).

En una realizacion preferida de la presente invencion, la combinacion de agentes se usa en el tratamiento de (a)
tumores cerebrales tales como glioma, meduloblastoma y meningioma, o (b) cancer pancreatico. Los gliomas
preferidos son glioblastomas humanos malignos.

El término “parvovirus”, como se usa en el presente documento, comprende derivados del mismo silvestre o de
replicacion competente modificados. Parvovirus adecuados que se pueden usar para producir activamente dichos
parvovirus y que son Utiles para terapia se pueden determinar con facilidad dentro de la experiencia en la técnica en
base a la divulgacion del presente documento, sin necesidad de esfuerzos empiricos.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el parvovirus de la composicion incluye parvovirus H1 (H1PV)
0 un parvovirus relacionado, tal como Lulll, virus diminuto del ratén (MMV), parvovirus del ratén (MPV), virus
diminuto de la rata (RMV), parvovirus de la rata (RPV) o virus de la rata (RV).

Los pacientes que se pueden tratar con la combinacion de agentes de acuerdo con la invencion incluyen seres
humanos, asi como animales no humanos. Ejemplos de estos Ultimos incluyen, sin limitaciones, animales tales
como vacas, ovejas, cerdos, caballos, perros y gatos.

Los agentes quimioterapéuticos Utiles para los fines de la presente invencion incluyen compuestos quimicos que
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son eficaces en la inhibicion del crecimiento tumoral, en concreto gemcitabina o temozolodina. La administracion de
agentes quimioterapéuticos se puede conseguir de diversas formas (véase anteriormente), incluidas,
sistémicamente, las vias parenteral y enteral. Preferentemente, el parvovirus y el agente quimioterapéutico se
administran como compuestos separados.

En otra forma de realizacion preferida, el parvovirus se administra después del agente quimioterapéutico. El periodo
de tiempo preferido entre la administracion del agente quimioterapéutico y el parvovirus es de 14 a 35 dias.

Agentes quimioterapéuticos adecuados son gemcitabina y temozolodina.
Los ejemplos siguientes explican con detalle la invencion.

Ejemplo 1

Materiales y procedimientos

(A) Cultivo celular y tratamiento

Las lineas celulares de carcinoma pancreatico humano y tumores metastasicos (Colo357, T3M-4 y SU86.86) se
obtuvieron de la ATCC (Manassas, VA) y se cultivaron en medios RPMI 1640 (MiaPaCa-2, BxPC-3 y Capan-1) o
DMEM (Panc-1) suplementados con 10 % de suero bovino fetal (FCS). Las células resistentes se generaron
mediante multiples pases de células con dosis crecientes de gemcitabina a partir de una concentracion de 0,0004
pg/ml durante 2 horas y se amplié a 0,004 pg/ml durante 24 horas.

Las células de rifion de ser humano neonato transformadas con SV40 293T y células NBK (ATCC) se cultivaron en
medio DMEM suplementado con 10 % de FCS. La linea celular cancerosa HA-RPC desarrollada a partir de un
adenocarcinoma ductal pancreatico inducido quimicamente en ratas de Lewis se cultivaron en medio DMEM con 10
% de FCS. [13] Todos los medios de cultivo se suplementaron con penicilina (100 pg/ml) y estreptomicina (100
U/ml) y las células se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera del 5 % de CO,. Gemcitabina (Gemzar®, adquirida en
Lilly, Indianapolis, IN, EE.UU.) se aplicé a las concentraciones indicadas en las leyendas de las figuras.

Para la evaluacién de la citotoxicidad, las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 2 x 10°
células por pocillo y se trataron como se indica en las leyendas de las figuras. La viabilidad celular se determin6
mediante el ensayo MTT colorimétrico (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio, segun recomienda el
fabricante (Sigma, Deisenhofen, Alemania).

(B) Viabilidad celular

Las células sembradas en placas de 96 pocillos y se trataron como se indica en las leyendas de las figuras, se
evalué su viabilidad usando el ensayo MTT colorimétrico (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio).
Para el ensayo de clonogenicidad, las células se sembraron a una densidad de 250 (Panc-1) o 800 (BxPC-3y
Capan-1) por placa de 6 cm?, se trataron como se ha indicado y se incuban después durante 14 dias. Tras la
aspiracion del medio, las colonias celulares se tifieron con cristal violeta, se lavaron con agua corriente y se
contaron al microscopio. Las fracciones supervivientes (FS) se determinaron con la formula: FS= nimero medio de
colonias/ [células sembradas en placas x (PE/100)], en la que PE es la eficiencia del sembrado en placas de las
respectivas células en ausencia de tratamiento.

(C) Microscopia

Los cultivos se examinaron usando un microscopio invertido Leica con un aumento de 40x. La captura de la
imagen se realiz6 usando una camara Leica DFC350 FX camera (Leica Microsystems, Cambridge) y el software the
Leica FireCam para Macintosh. La fluorescencia de EGFP se midié usando un microscopio de fluorescencia Leica
DMRBE (Leica, Bensheim, Alemania) y el software de analisis (Olympus, Alemania).

(D) Produccién y deteccién de virus

El virus H-1 silvestre se produjo infectando células NBK, se purific6 mediante centrifugacion en gradiente de
iodixanol y se dializé contra soluciéon de Ringer. El virus recombinante H-1PVEGFP se produjo cotransfeccionando
células 293T con el ADN del vector recombinante y un plasmido colaborador que expresa los genes de la capsida
viral en trans .[14] Los titulos de virus se determinaron como se ha descrito anteriormente y se expresaron como
unidades formadoras de centro de replicacion (ufc). Brevemente, se aplicaron a las células NBK diluciones en serie
de virus purificados. A las 48 horas de la infeccién, los cultivos infectados se transfirieron sobre filtros y los centros
de replicacién se detectaron mediante hibridacion usando una sonda radioactiva especifica del ADN del virus. [10]

Para el andlisis de la transcripcion del virus en los érganos de animales tratados o cultivos de células de ACDP, se
extrajo el ARN total de las muestras de los tejidos obtenidos o sedimentos celulares con reactivo Trizol (Invitrogen,
Karlsruhe, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN se someti6 a transcripcién inversa en ADNc
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y se cuantificd usando el protocolo RTPCPR detallado anteriormente. [15] Los transcritos de H-1PV se detectaron
en forma de fragmentos de PCR de 512 y de 415 pb, dependiendo de la escision del intron pequefio, usando el par
de cebadores: 5’-TCAATGCGCTCACCATCTCTG-3’ (directo) y 5'-TCGTAGGCTTCGTCGTGTTCT-3’ (inverso). Los
cebadores especificos para los ARNm de hENT y dCK fueron los siguientes: hENT-5'-
AAAGGAGAGGAGCCAAGAGC-3' (directo) y 5-GGCCCAACCAGTCAAAGATA-3' (inverso); dCK- 5'-
CCCGCATCAAGAAAATCTCC-3' (directo) and 5-TCCATCCAGTCATGCCAGTC-3' (inverso). Los cebadores
usados para detectar la expresion de RB-actina humana y los genes de MDR, MRP1 y MRP2 se han descrito
anteriormente .[16]

(E) Estudios en animales

0] Anestesia Todos los procedimientos quirdrgicos y de imagen se realizaron con anestesia gaseosa con
3 % de isoflurano (Aerrane®, Baxter, Maurepas, Francia) en oxigeno puro y una inyeccion
intramuscular concomitante de 2-3 mg/lg de xilazina clorhidrato (Rompun®, Bayer, Leverkusen,
Alemania) como analgesia para cirugia.

(ii) Modelo de tumor. Para la implantacion de un carcinoma pancreatico se usaron ratas macho de Lewis
(Janvier, Le Genest Saint Isle, Francia) de un peso de 180-200 g. Se inyectaron 5.10° células HA-RPC
en el parénquima pancreatico. La progresion del tumor se confina a la cola pancreatica durante las
primeras 3 semanas de la implantacion, lo que conduce a la invasion de los ganglios linfaticos durante
la 4 2 semana. La metastasis hepética aparece a la semana 5-6 y la muerte con metastasis pulmonar
se produce en un plazo de 6-9 semanas. [17] Los animales se mantuvieron en condiciones
convencionales (Temperatura 22 + 2 °C, humedad relativa 55 + 10 %, ritmo de oscuridad-luz de 12
horas) con acceso sin restricciones a una dieta de pienso equilibrada y agua. Los experimentos con
animales se realizaron de acuerdo con las directivas francesa y europea para la proteccion de
animales (numero 86/609/CEE de 24 de noviembre de 1986). Se aplic6 gemcitabina mediante
inyeccion intraperitoneal (100 mg/kg). El H-1PV se inoculé por via intratumoral (i.t.). Las muestras de
sangre se extrajeron de la vena de la cola del animal 2 semanas después del Ultimo tratamiento
terapéutico. Los marcadores toxicoldgicos se analizaron en el hospital universitario de Estrasburgo
usando anadlisis clinicos de laboratorio automaticos (dispositivo de multiparametros bioquimicos ADVIA
160, Siemens, Cergy Pontoise, Francia).

(i) Adquisicion y reconstruccion de imagenes. Las imagenes se obtuvieron en un aparato Imtek microCT
(microCAT-Il, Imtek Inc., Knowville, TN) usando una tensién de rayos X de 80 kVp y corriente anddica
500 PA. Se us6 adquisicion encuadrada por respiratorio para evitar los cambios en la posicion del
o6rgano abdominal y el consiguiente borrado de la delineacion. Los agentes de contraste Fenestra® LC
y Fenestra® VC (Alerion Biomedical Inc., San Diego, CA) para el higado y contraste vascular
presistente, respectivamente, se inyectaron de forma concomitante por via intraperitoneal 9 horas
antes de la imagen. Los datos de las imagenes se adquirieron y reconstruyeron usando el software
autorizado de Imtek (versidon Cobra 4.1-4, Exxim computing corporation, Knoxville, TN). Las imagenes
3Dn se visualizaron usando el software Amira (Amira Advanced Visualization, Data analysis, and
Geometry Reconstruction v.3.1, San Diego, CA). Los tumores o0 metastasis que aparecieron como
defectos de color negro dentro del higado o el lébulo pancreatico contrastado se midieron
tridimensionalmente usando el conjunto de datos Amira 3D.

(E) Inmunohistoquimica

Las secciones de tumor embebidas en parafina se desparafinaron con xileno y se rehidrataron mediante soluciones
de alcohol graduadas. La actividad de la peroxidasa enddgena se inactivé con 0,3 % de perdxido de hidrégeno en
metanol. Para bloquear la unién inespecifica, los portaobjetos se trataron con suero de conejo normal no
inmunitario (Dako, Zurich, Suiza) durante 1 hora. Después de incubar durante la noche (4 °C) con el anticuerpo 3D9
especifico de la proteina NS1 del H-1PV (1:50) (amablemente donado por la Dra. Nathalie Salomé, DKFZ,
Heidelberg, Alemania), los portaobjetos se lavaron y trataron con anticuerpo secundario marcado de peroxidasa de
rabano de conejo anti-raton (1:200, Sigma), desarrollado usando el sistema Dako Envision+™ (Dako) y se sometio
a contratincion con hematoxilina de Mayer.

(G) Andlisis estadistico

() Estudios In vitro. Las medias y las desviaciones estandar (SD) se calcularon a partir de experimentos in
vitro realizados por triplicado. Para determinar si H-1PB y la gemcitabina interaccionan de forma
sinérgica in vitro, los autores realizaron un andlisis isobologréafico en base a los datos derivados de
ensayos MTT, como ya se ha descrito para otras combinaciones de quimio y viroterapia [22]. EI50 5y
75 % de los valores de concentracién eficaz (CE) (CEsp y CEvs) para gemcitabina y H-1PV se
determinaron empiricamente en base a un intervalo de concentraciones (0,4 a 4000 ng/ml) y MOI (1,
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10, 100 UR/célula), respectivamente. El isobolograma se creé a partir de los datos obtenidos para la
combinacion de los dos agentes. Se calcularon los indices de combinacién (IC) y de sensibilizacién
(IS) usando las ecuaciones siguientes: IC = (Du1.c/Dx1.a) + (Dc.c/Dg.a) + (Dhi.c*De.o/Dhi.a*De.a); Sin-1pv =
Dhi1.a/Duic; Slgem = Dg.a/De.c, €n la que Dhic, Dhia, Decy De.a son las dosis CEsors respectivas de H-
1PV o gemcitabina, solos (Hl.a, G.a) o en combinacion (Hl.c, G.c). IC = 1 representa el
isobolograma de conservacioén e indica efectos aditivos. Los valores del IC inferiores a 1 indican un
efecto aditivo mayor del esperado (sinergia).

(ii) Estudios in vivo: Se calcularon las medias y las desviaciones estandar de los experimentos in vitro
realizados por triplicado. La diferencia en el volumen del tumor, determinado in vivo mediante
mediciones del tamafio en TCm, se analizé usando un analisis de la varianza de una sola via,
seguido de una prueba t de Student paramétrica no pareada ya que la prueba de Bartlett indico
homogeneidad de la varianza. Una diferencia entre los valores se considerd significativa cuando
P<0,05. Las curvas de supervivencia se generaron usando el procedimiento de Kaplan-Meier y las
diferencias entre las curvas se analizaron mediante la prueba del orden logaritmico. Un valor de P <
0,05 se considero estadisticamente significativo. Se us6 el software Instat 2.00 Macintosh (GraphPad
Software, San Diego, CA).

(H) Fraccionamiento celular y mediciones de la actividad de la proteasa

La actividad de la catepsina B se determiné en fracciones citosolicas y lisosémicas obtenidas de las células Panc-1
and BxPC-3 tratadas con gemcitabina sola (4 ng/ml), H-1PV solo (10 UR/célula) o ambos agentes combinados. Los
cultivos se recogieron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), se sedimentaron mediante centrifugacion,
se resuspendieron en tampoén hipoténico (sacarosa 0,25M, HEPES 50 mM-NaOH [pH 7.4], EDTA 1 Mm) y se
homogeneizaron en un homogeneizador celular. Los nucleos y las mitocondrias pesadas se sedimentaron mediante
centrifugacion a 2500 x g durante 10 minutos a 4 °C. Se guard6 un alicuota del sobrenadante (suspension
posnuclear, SPN) y se us6 para determinar la latencia de la enzima. La fraccién mitocondrial ligera (FML) se obtuvo
mediante centrifugacion de la SPN a 17000 g durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se recuper6 como
extracto citosolico y el sedimento de la FML se resuspendié en tampon hipoténico. Las fracciones citosoélica y FML
se afadieron, cada una, a una mezcla de reaccion que consiste en acido morfolinoetanosulfénico (MES) 50 mM (pH
6,0), sacarosa 0,25M, EDTA 1 mM y N-acetil-L-cisteina 2 mM. Tras 10 minutos de incubacién se afadio el sustrato
Z-Arg-Arg-AMC (Calbiochem) (1 mM) y la emision se monitorizé durante 1 hora en un luminémetro Fluoroskan & FL
(Thermolabsystem) a una longitud de onda de 455 nm tras excitacion a 360 nm.

(1) Aislamiento de células Colo357 y T3M-4 resistentes a gemcitabina

Las células Colo357 and T3M-4 resistentes a gemcitabina se aislaron mediante cinco ciclos de seleccion,
implicando cada uno el tratamiento de las células durante 48 horas con una CEsp de gemcitabina determinada para
la respectiva linea parental (1,2 ng/ml para T3M-4 y 1,5 ng/ml para Colo357). La sensibilidad al farmaco de las
células parentales y resistentes se evalud en ensayos MTT y de supervivencia clonogénicos.

Ejemplo 2

H-1PV, solo y en colaboracién con gemcitabina, mata ¢ élulas de cancer pancreatico humano cultivadas que
causan una liberacion de catepsina B activa en el ¢ itoplasma

Seis lineas celulares de ACDP humano, Colo357, T3M-4, SU86.86, MiaPaCa-2, Panc-1 y BxPC-3, se analizaron
segun su sensibilidad a H-1PV vy la toxicidad a gemcitabina (Tabla 1, Fig. 1 y Fig. 13). Se encontré que MiaPaCa-2,
SUB86.86 y T3M-4 eran hipersensibles a la muerte inducida por el virus, mientras que Colo357, SU86.86 y T3M-4
eran mas susceptibles a gemcitabina. Es importante el hecho de que las lineas celulares que mostraban mayor
resistencia al tratamiento con gemcitabina (Panc-1, BXxPC-3 y MiaPaCa-2) eran sensibles al H-1PV.

Tabla 1. Efectos téxicos combinados de H-1PV y gemcita  bina sobre células de ACDP humano

Linea CEsorrs MOI del H- | gemcitabin | (ng/ml) IC ISH-1pv IScem
celular 1PV a
BxPC3 CEspomono, | 30 25
CEso comb. | 1 + 20 0,86 30 1,3
1
CEso comb. | 10 + 7,0 0,71 3 3,6
2
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Colo357 CEsomono, | 35 1,5
CEso comb. | 1 + 1,3 0,92 35 1,2
1
CEso comb. | 10 + 0,6 0,80 3,5 2,5
2

MiaPaCa-2* | CEzs mono, | 20 (4) 30 (9)
CE7s comb. | 1 + 18 0,68 20 1,7
1
CE7s comb. | 10 + 2,0 0,60 2 15,0
2

Panc-1 CEsomono, | 35 400
CEso comb. | 1 + 200 0,54 35 2,0
1
CEso comb. | 10 + 60 0,48 3,5 6,7
2

SU86.86* CEzs mono, | 30 (4) 17 (2,5)
CEzs comb. | 1 + 8,0 0,52 30 2,1
1
CE7s comb. | 10 + 1,3 0,44 3 13,1
2

T3M-4* CE7smono, | 45 (10) 2,5(1,2)
CE7s comb. | 1 + 2,4 1,00 45 1,0
1
CE7s comb. | 10 + 1,5 0,96 4,5 1,7
2

Los cultivos celulares se sembraron en placas de 96 pocillos a 2 x 10° células/pocillo, se trataron con gemcitabina
(0,4-4000 ng/ml) y se infectaron 24 horas después con H-1PV a diferentes MOI (1, 10, 100 UR/célula). La
citotoxicidad se evalu6 usando ensayos MTT 72 horas después de la infeccion. Los valores de CE50 para los
tratamientos sencillos (mono) y combinados (comb) se calcularon a partir de los isobologramas que se crearon
usando las mediciones de MTT obtenidas a diferentes MOI ((H-1PV) y concentraciones (gemcitabina). El indice de
combinacion (IC) y el indice de sensibilizacion (IS) se determinaron tal como se describe en Materiales y
Procedimientos.

*Debido a la hipersensibilidad de las lineas celulares indicadas a la muerte por el H-1PV, para los analisis
estadisticos se usaron los valores de CEzs. Los valores de CEsp para H-1 PV y monoterapia con gemcitabina se
indican entre paréntesis.

Como se indica en la Tabla 1, el efecto citotéxico de la terapia combinada fue, en la mayoria de los casos, sinérgico
(IC < 1), en concreto en células MiaPaCa-2, Panc-1 y SU86.86. La dosis eficaz de virus podria reducirse en un
factor (ISk.1pv) de hasta 35 veces en presencia de dosis variables de gemcitabina de 1,3 ng/ml (Colo357,
combinacion 1) a 200 ng/ml (Panc-1, combinacion 1). Por el contrario, la concentracién eficaz del farmaco requerida
para inhibir la proliferacion celular se redujo por un factor (IScem) de hasta 15 veces cuando las células se infectaron
con H-1PV (MiaPaCa-2, combinacion 2). La capacidad de todas las lineas celulares para formar colonias en un
periodo de 2 semanas también fue inhibida de forma eficiente por H1-PV (datos no mostrados).

Ademas, se determiné si la distribucion subcelular de la actividad de la catepsina B en lineas derivadas de ACDP
también se alteraba tras los tratamientos anteriores. Esto se analizé usando tres lineas celulares de ACDP
humanas. Como se muestra en la Fig. 14, la acumulacién citosélica de la catepsina B funcional se potencio
significativamente con la combinacién de H-1PV/gemcitabina, lo que sugiere fuertemente que este mecanismo
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podria participar en la toxicidad acumulada observada.
Ejemplo 3
El H-1PV puede matar las células sensibles y resistent  es a gemcitabina con una eficiencia similar

Dado que el desarrollo de resistencia a gemcitabina es un inconveniente fundamental del tratamiento a largo plazo
de los pacientes de ACDP con este farmaco, se analizaron los efectos citopaticos del h-1PV sobre las variantes
celulares resistentes a gemcitabina derivados de dos de las lineas mencionadas anteriormente (Panc-1 yBxPC-3)
que diferian en cuanto a su sensibilidad natural a la gemcitabina (Tabla 1). Las poblaciones resistentes (R) se
aislaron tratando secuencialmente las células con dosis crecientes del farmaco. Las variantes resistentes eran
distinguibles de las respectivas lineas celulares parentales por su crecimiento mas lento y cambios fenotipicos
estables, tales como mayor expresion de los marcadores de exportacién de farmacos MDR y MRP1/2 (Fig. 2A).
Como los niveles de los marcadores de importacion (hENT) y activacion (dCK) permanecieron invariables o se
redujeron ligeramente (Fig. 2A), parece que el fenotipo resistente se debia principalmente a una exportacion de
gemcitabina mas intensiva. Las variantes resistentes a farmacos permanecieron sensibles a la infeccion por H-1PV
(Fig. 2B y 2C, columna de H-1PV), mientras resistian una incubacion ampliada con gemcitabina (40 ng/ml durante
144 h) que era téxica para las lineas originales (Fig. 2C, columna de gemcitabina). En células BxPC-3R frente a
BxPC-3 incluso se observé un ligero pero significativo incremento de la muerte inducida por H-1PV- Esto sugiere
que H-1PV podria usarse como tratamiento de segunda linea del ACDP para sortear la resistencia adquirida a la
gemcitabina. Ademas, se ha descubierto que el fenotipo resistente a gemcitabina correlaciona con la reduccién de
la interferencia de las dosis del farmaco toxico con la progresion del ciclo de vida del parvovirus. De hecho, la
expresion del marcador proteico IGFP, dirigida por un vector parvovirus recombinante, persistio en células Panc-1R,
incluso después de su exposicion a una dosis de gemcitabina que abolia la transduccién de EGFP en células
parentales (Fig. 2D). Por tanto, se puede concluir que las variantes de células tumorales quimiorresistentes siguen
siendo dianas de H-1PV incluso en condiciones en las que se continda la terapia con gemcitabina. La muerte
eficiente por el virus se observé de forma similar tras la infeccién de células Colo357 y T3M-4 resistentes a
gemcitabina seleccionadas usando tratamiento a corto plazo con dosis altas de gemcitabina (Fig. 15). De acuerdo
con estos datos, las lineas Colo357 y T3M-4 resistentes y parentales tenian una capacidad similar para la
replicacion del virus (datos no mostrados).

En conjunto, los experimentos in vitro sugieren que el H-1PV puede mejorar el efecto terapéutico de la gemcitabina,
tanto reforzando la muerte global de las células sensibles al farmaco como erradicando las variantes
quimiorresistentes que surgen en estadios tardios del tratamiento con farmacos.

Ejemplo 4

El H-1PV induce supresion de parcial a completa de los tumores pancreaticos ortotopicos, de modo que
prolonga la supervivencia de los animales

Para simular la situacion clinica mas estrechamente se usé un modelo de rata singeneica de ACDP implantado
ortotépicamente para evaluar la actividad anticancerosa del H-1PV. Dado que la rata es el huésped natural de H-
1PV, el sistema también es adecuado para la evaluacion toxicolégica de este agente oncolitico, otro requisito previo
para su aplicacién clinica. Las células de ACDP de rata usadas en el modelo (HA-RPC) se analizaron primero in
vitro para determinar su susceptibilidad a la infeccion por H-1PV y se probdé que tenia el mismo intervalo de
sensibilidad al virus y toxicidad a gemcitabina que las células humanas mencionadas anteriormente (Fig. 3E(a)).

A continuacién, el H-1PV se administro in vivo mediante una Unica inyeccién intratumoral 2 semanas después de la
implantacién de las células HARPC en el pancreas. Se determinaron el tamafio del tumor (medido mediante TCm e
inspeccién macroscopica tras la muerte), la supervivencia del animal y la distribucion del virus. La viroterapia
produjo un retraso en el crecimiento tumoral (Fig. 3A) y como se ilustra en la Fig. 3B, las ratas en el grupo tratado
con virus sobrevivieron significativamente mas tiempo que los controles tratados de forma simulada, con un 20 %
sin enfermedad durante 16 semanas (hasta el final del experimento). Es importante el hecho de que el H-1PV se
expresaba de forma selectiva en los tumores, en posicién a los tejidos normales. Para confirmar esto, los autores
analizaron 6rganos viscerales para determinar la presencia de transcritos de virus (mediante RT-PCR). Como se
muestra en la Fig. 3C, se observé una descarga inicial de expresion del virus poco después de la infeccion en el
tumor y en el tejido pancreatico de alrededor. De acuerdo con observaciones previas en otros modelos, el H-1PV
también se distribuia a los drganos linfoides [15]. A partir del décimo dia, la expresion del virus disminuyo, muy
probablemente a causa de la aparicién de anticuerpos neutralizantes del virus que redujeron la diseminacion del
virus [18]. No obstante, persisti6 en el tumor durante hasta 20 dias después de la inoculacién. Ademas, la
diseminacion intratumoral del virus se pudo confirmar mediante analisis inmunohistoquimico (Fig. 3D).

Cabe destacar que, en algunos casos, se observé desaparicion completa de los tumores preexistentes en las
imagenes de TC, (Fig. 4, comparese A y C). Ademas de la expansion local del tumor primario, las metastasis linfo y
hematdgenas que afectan respectivamente a los ganglios linfaticos viscerales de la cavidad abdominal superior y el

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2368597 T3

higado desempefian un papel fundamental en la mortalidad por ACDP. Como cabe esperar, la monitorizacion de
TCm de ratas no infectadas reveld invasion metastasica de los ganglios linfaticos pancreaticos, pil6ricos y hepaticos
y del higado (Fig. 4B, flechas). La inoculacion del tumor primario con H-1PV en un estadio primario
(correspondiente a las imagenes de la Fig. 4A) tuvo como resultado una supresion del 45 % de las metastasis
distantes, asi como del tumor primario, en una etapa posterior (Fig. 4C). Es interesante el hecho de que la
diseminacion de la enfermedad metastéasica al higado en este modelo se correlacion6 con la expresion tardia del
virus en el 6rgano (Fig. 3C), lo que sugiere que el H-1PV puede controlar de forma activa la invasién tumoral.

Ejemplo 5
El H-1PV suprime los tumores ACDP que escapan al trata  miento con gemcitabina

Se investigo si el H-1PV puede potenciar el efecto terapéutico de la gemcitabina in vivo, como se ha observado in
vitro (Tabla 1, Fig. 13). Para simular una situacion clinicamente plausible, primero se traté a las ratas portadoras de
ACDP con gemcitabina y, 2 semanas después, el tumor se inoculd intraoperativamente con H-1PV. Como se
representa en la Fig. 5A (gemcitabina antes del H-1PV), esto condujo a una supervivencia significativamente
prolongada de los animales en comparacion con el tratamiento simulado (control) o la monoterapia con el agente
quimioterapéutico (gemcitabina). Cuando ambos agentes se aplicaron de forma simultanea (H-1PV and
gemcitabina), el H-1PV no mejoré el efecto terapéutico de la gemcitabina. Probablemente esto se deba a la
interferencia negativa del farmaco genotoxico con el ciclo de vida del parvovirus (véase también la Fig. 2D).

Con el fin de analizar la eficacia de la gemcitabina y el H-1PV en un modelo in vivo diferente usando células
humanas, se indujeron tumores BxPC-3 en ratones atimicos y se trataron con un régimen similar al usado en ratas
(Fig. 5B). Todos los animales que recibieron terapia tenian una supervivencia prolongada en comparacién con los
controles. El tratamiento combinado (gemcitabina antes del H-1PV, n = 5) y la monoterapia con H-1PV (n = 5)
consiguieron el mayor nivel de proteccion antitumoral, estando un animal de cada uno de estos grupos libre de
tumor hasta 70 dias después del comienzo del experimento. En este momento, el 40 % de los animales del grupo
de tratamiento combinado seguia vivo, mientras que todos los ratones control tuvieron que ser sacrificados 40 dias
después de la implantacién.

En conjunto, estos datos confirman que la gemcitabina proporciona una proteccion transitoria contra el ACDP y que
la consiguiente administracion de H-1PV puede prolongar la supervivencia del animal. Ademas, la evaluacion
toxicoldgica de los regimenes terapéuticos se llevd a cabo en el modelo de rata, lo que indica que los marcadores
sanguineos de la actividad en médula 6sea no se vieron afectados (Fig. 6A), aparte de un descenso en los niveles
de reticulocitos y monocitos debido al tratamiento con gemcitabina. Los informes clinicos indujeron a los inventores
a monitorizar las funciones hepatica y renal también (Fig. 6B). En los grupos sin tratar y tratados con gemcitabina
los niveles de bilirrubina, ASAT y ALAT estaban elevados, lo que revela un proceso litico de grado bajo en los
higados de ratas portadoras de ACDP. La parvoviroterapia adicional establecié estos marcadores a niveles dentro
del intervalo fisiolégico. Los niveles de creatinina permanecieron estables, lo que demuestra un aclaramiento renal
no afectado. En conclusion, las anomalias detectadas en los parametros sanguineos podrian atribuirse por
completo al tratamiento con gemcitabina y no agravaron por la administracién posterior de H-1PV.

Ejemplo 6

La infecciéon por H1-PV puede mejorar el efecto terapé utico de la temozolomida sobre las células de
glioblastoma in vitro

Inicialmente, las tasas de supervivencia de las lineas celulares usadas en el estudio se determinaron usando
ensayos MTT con el fin de comprobar si estas lineas celulares son sensibles a la infeccion por H-1PV vy al
tratamiento con temozolodina (TMZ). Ademas, se determinaron las tasas de supervivencia tras el tratamiento
combinado con H-1PV y TMZ. Las células se infectaron con una MOI de 5 UFP/célula y se trataron con TMZ 25 uM
suponiendo que estas concentraciones muestran efectos claros, pero no tienen como resultado una lisis completa
de las células. Los graficos de las Figuras 7-11 representan los resultados tras 3 y 6 dias, respectivamente, Tras 3
dias de tratamiento ya se pueden observar efectos distintos. Tras 6 dias, los experimentos se terminaron ya que las
células control ya eran confluentes. Ademas, tras 6 dias no se pudieron llevar a cabo analisis adicionales debido a
la tasa tan baja de supervivencia (en funcion de la linea celular concreta).

Como control, astrocitos humanos se (a) infectaron con H-1PV, (b) trataron con TMZ o (c) sometieron a tratamiento
combinado. Como se muestra en la Fig. 8, ninguno de estos tratamientos muestra ningln efecto sobre los
astrocitos.

Como se muestra en la Fig. 8, las células RG2 son muy sensibles a la infeccion por H1-PV, 3 dias después de la
infeccion aproximadamente el 90 % de las células ya se han lisado. EI mismo resultado se obtiene con el
tratamiento combinado (H-1PV + TMZ). Tras 6 dias, todas las células han muerto. Ademas, los resultados muestran
que las células no son sensibles al tratamiento con TMZ.
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Como se muestra en la Fig. 9, 3 dias después de la infeccién por H-1PV, sélo alrededor del 10 % de las células
U87MG se han lisado, tras el tratamiento con TMZ solo, alrededor del 20 % de las células habia muerto. El
tratamiento combinado (H1-PV + TMZ) mostré un efecto citolitico mas fuerte, aproximadamente el 40 % de las
células murié. No obstante, 6 dias después del tratamiento este efecto ya no estaba presente y la tasa de
supervivencia de las células sometidas al tratamiento combinado se asemejd a la tasa de supervivencia de las
células tratadas s6lo con TMZ (TMZ). Como se muestra en la Fig.10, el tratamiento con TMZ no mostr6é efectos
citotoxicos sobre las células U373 (6 dias después del tratamiento). Tras la infeccion con H-1PV, aproximadamente
el 60 % de las células se habia lisado tras 6 dias. El mismo resultado se obtuvo con el tratamiento combinado (H-
1PV + TMZ).

La Fig. 11 muestra los resultados obtenidos con células U343 que son muy sensibles al tratamiento con TMZ. Tras
6 dias, mas del 80 % de las células han muerto. 3 dias tras el tratamiento, la combinacion de H-1PV y TMZ mostré
un efecto citopatico mas fuerte en comparacion con los tratamientos sencillos. No obstante, tras 6 dias, este efecto
es menos pronunciado y el porcentaje de células supervivientes tras el tratamiento combinado se acerca al
porcentaje de células supervivientes tras el tratamiento con TMZ solo. Como se muestra en la Fig.12, el tratamiento
combinado con H-1PV y TMZ proporciona un efecto citopatico potenciado en comparacién con los tratamientos con
H-1PV solo y con TMZ solo, respectivamente.

En resumen, podria demostrarse que las lineas celulares establecidas de glioblastoma humano y animal (ratas), asi
como las lineas celulares a corto plazo derivadas de glioblastomas humanos, son muy sensibles a la muerte celular
mediada por virus. Este resultado podria confirmarse en el presente estudio usando una linea celular establecida de
rata, TG2, y varias lineas celulares de glioblastoma humano, U87MG, U373MG, U343MG y Al72 (obtenible en
Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ), Heidelberg, Alemania) que estan infectadas liticamente con H-1PV.
Una dosis baja de 5 particulas infecciosas por célula fue suficiente para obtener un claro efecto citopatico tras 72
horas. Ademas, se pudo demostrar que los astrocitos humanos infectados por H-1PV no se lisaban. El tratamiento
con astrocitos normales, las células RG2 y las células U373 con temozolomida (TMZ) 25 uM no tuvo como resultado
la muerte celular. Las células eran resistentes incluso si se administraban dosis mucho mayores.

Otras lineas celulares humanas eran sensibles al tratamiento con TMZ. El tratamiento combinado con H-1PV y TMZ
mostré que el efecto oncolitico del virus no se veia alterado por el tratamiento con TMZ. Por otro lado, el virus no
tenia ningun efecto de inhibicién sobre el tratamiento con TMZ. Puede esperarse que, de un modo similar a los
resultados comunicados para el tratamiento combinado del cancer pancreatico con H-1PV and gemcitabina, no sélo
se pueden conseguir efectos aditivos sino también sinérgicos, in vivo con el tratamiento combinado con H-1PV y
TMZ.
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REVINDICACIONES

1.- Una composicion farmacéutica que contiene un virus del género parvovirus y un agente quimioterapéutico, en la
gue el agente quimioterapéutico es gemcitabina o temozolodina.

2.- La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, que contiene (a) el parvovirus y (b) el agente
quimioterapéutico como entidades separadas.

3.- La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en la que dicho parvovirus es H1 (H1PV) o
un parvovirus relacionado de roedores, en la que dicho parvovirus relacionado de roedores es Lulll, virus diminuto
del raton (MMV), parvovirus del raton (MPV), virus diminuto de la rata (RMV), parvovirus de la rata (RPV) o virus de
la rata (RV).

4.- La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para uso en un procedimiento de
tratamiento del cancer.

5.- La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicho cancer es un tumor
cerebral o cancer pancreatico.

6.- La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicho cancer pancreatico
es adenocarcinoma ductal pancreético (ACDP).

7.- La composicién farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicho tumor cerebral es
un glioma, meduloblastoma o meningioma.

8.- La composicion farmacéutica para el uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que dicho glioma es un
glioblastoma humano maligno.

9. La composicién farmacéutica para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en la que
dicho parvovirus se administra mediante administracién intratumoral.
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