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DESCRIPCION
Parvovirus de roedor modificado capaz de propagarse y difundirse en gliomas humanos

La presente invencion se refiere a una variante de parvovirus de roedor capaz de propagarse y difundirse a través
de células tumorales humanas, que se puede obtener realizando pases en serie de un parvovirus de roedor como
cepa de partida en células tumorales humanas semipermisivas. También se refiere a una variante de parvovirus ca-
paz de propagarse y difundirse a través de células tumorales humanas que se caracteriza por deleciones y/o sustitu-
ciones de aminoécidos particulares, por ejemplo, una deleciéon de varios aminoacidos en el extremo C-terminal de
NS1/ex6n medio de NS2. La presente invencion se refiere también a una composicién farmacéutica que contiene tal
parvovirus, asi como a su uso para el tratamiento del cancer, preferiblemente de un glioblastoma.

Los virus oncoliticos tales como los parvovirus de roedores representan nuevas herramientas para el tratamiento del
cancer. Ademas de destruir especificamente las células cancerosas (oncolisis), estos agentes también proporcionan
senales de peligro que provocan que el sistema inmune elimine tumores infectados por el virus. Como consecuencia
de episodios oncoliticos, los sistemas inmunes innato y adaptativo acceden a los antigenos tumorales, lo que produ-
ce como resultado unos efectos de cebado cruzado y vacunacion. Los parvovirus de roedores son virus de ADN de
cadena sencilla que poseen una actividad oncolitica intrinseca, es decir, que preferentemente se replican en células
cancerosas y destruyen las células tanto de origen murino como humano.

El glioblastoma es una enfermedad destructiva, que tiene unas posibilidades limitadas de tratamiento. Evidentemen-
te, el pronéstico de pacientes requiere nuevos tratamientos. Los virus oncoliticos competentes en cuanto a la repli-
cacién mencionados anteriormente se consideran prometedores ya que son capaces de difundirse a través de teji-
dos malignos e inducir respuestas inmunes antitumorales. Entre ellos, los parvovirus de roedor parecen ser excelen-
tes candidatos, debido a su oncotropismo natural, su capacidad para infectar células humanas, la toxicidad especifi-
ca en células neoplasicas y la baja patogenicidad en seres humanos. En un modelo de rata, H1-PV fue capaz de
causar una regresién completa de gliomas establecidos sin ninguna recidiva y se demostré que era capaz de dirigir-
se a diversos gliomas humanos, destruyendo de este modo de manera eficaz estas células, con independencia de
su resistencia adquirida frente a inductores conocidos de la muerte celular. Aunque, H1-PV demostré ser capaz de
infectar y de destruir eficazmente la mayor parte de las lineas celulares de glioblastoma humano sometidas a ensayo
hasta la fecha, la mayoria de estas células se resistia a la replicacion eficaz del virus, a la produccion de particulas
de la progenie y a la difusion. Este fracaso en la propagacion y la difusion a través del tejido tumoral humano podria
tener un efecto importante sobre la eficacia del tratamiento de gliomas humanos in vivo, no solo debido a que se li-
mita la muerte celular a un Unico acontecimiento con éxito que solo alcanza a una proporcion limitada de células tu-
morales, sino también debido a la falta de un transporte intracelular activo de los viriones de la progenie a la superfi-
cie celular.

Por lo tanto, el objeto de la presente invencién es superar este retroceso de las cepas de la técnica anterior, es de-
cir, proporcionar parvovirus que son capaces de propagarse y difundirse a través del tejido tumoral humano.

De acuerdo con la invencion, esto se consigue con los objetos definidos en las reivindicaciones. Experimentos inicia-
les de los inventores han mostrado que los viriones de la progenie de PV son transportados desde el niicleo hasta la
periferia de la célula a través de vesiculas, antes de la lisis celular que es cuando se liberan en el material sobrena-
dante del medio. Por otra parte, esta salida vesicular esta asociada con multiples proteinas intracelulares (incluyen-
do posibles antigenos tumorales) que se transportan como una "carga asociada" a la superficie de la célula y podria
contribuir a la estimulacion inmune antitumoral del hospedador. Para subsanar los defectos de la cepa aislada origi-
nal H1-PV (pSR19) en la propagacion y la difusion virica en glioblastoma humano, los inventores pretendian obtener
variantes de H1-PV competentes en cuanto a la propagacién, realizando pases en serie en lineas celulares huma-
nas de glioblastoma obtenidas a partir de pacientes semipermisivos, es decir, para eludir los posibles impedimentos
durante el proceso de infeccion (falta de envoltura, entrega del genoma virico al nicleo, conversién a doble cadena).
El ADN del clon infeccioso de H1-PV (pSR-19) se transfectd a diferentes lineas celulares humanas de glioblastoma
(por ejemplo, NCH149, NCH82, NCH89) y este ADN competente en cuanto a la replicacion se sometié a pases has-
ta que se hicieron visibles los efectos citopaticos. Se realizaron pases viricos adicionales (>15) combinando viriones
de la progenie asociados con células, obtenidos a través de ciclos repetidos de congelacion y descongelaciéon en
VTE pH 8,7 con virus liberados al medio mediante infeccion. Una mezcla de virus competentes en cuanto a la propa-
gacién se analizé a continuacién, después de 25 pases en células NCH149 que presentaban amplificacion eficaz del
ADN virico, generacion de viriones de la progenie y difusién a través de una variedad de cultivos de glioblastoma
humano. A partir de esta mezcla original, se aislaron clones de virus individuales mediante purificacion en placa so-
bre células NB 324K, se amplificaron nuevamente sobre células NCH149, se clonaron y se secuenciaron.

El analisis genético de todas las variantes de H1-PV ha puesto de manifiesto una delecién de 84 nts que afecta a 28
aminoacidos de la region codificadora de NS1 (C-terminal) y NS2 y una Unica transicion de citosina a timidina en la
posicion 3913 que cambia His374 a Tyr en VP2. Dos sustituciones adicionales de guanidina a adenosina en la re-
gién VP2 (3964 y 4108) que conducen a un cambio de Asp391 a Asn y de Asp439 a Ser, solo se han atribuido a dos
cepas aisladas. Algunos cambios en las regiones 3’ no codificantes permanecieron con prevalencia diversa. Al pare-
cer, la regién situada aproximadamente entre los nts 2000 a 2200 comprende un punto clave de la variabilidad que
permite que H1-PV, a través de la modulacion de la funcion de NS1/NS2, se adapte al entorno del hospedador. Por
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lo tanto, es posible modificar activamente la gama de hospedadores de H1-PV, y también las otras cepas de PV de
rata estrechamente relacionadas, H3 y TVX, a través de inserciones/deleciones dentro de esta region.

Las variantes de H1-PV recién generadas son capaces de propagarse y difundirse a través de células (lineas celula-
res) de glioblastoma humano. Esto permite un aumento de la infeccién/destruccion de tumores humanos ya estable-
cidos y, en consecuencia, se espera que se produzca una estimulacién inmune antitumoral mejorada. De acuerdo
con los hallazgos previos de los inventores sobre la salida vesicular de los parvovirus, es razonable suponer que el
cotransporte de proteinas intracelulares a la superficie podria servir para desenmascarar células tumorales para una
respuesta inmune del hospedador. Este efecto de carga asociada no esta presente en ausencia de formacion de vi-
riones de la progenie usando la cepa aislada original de H1-PV (pSR-19).

Compendio de la presente invencion

Con el proceso de adaptacion (pases) en células semipermisivas, tal y como se indica en los ejemplos, se podria
generar una variante de H1-PV competente en cuanto a la propagacién, en muchas otras lineas celulares de glio-
blastoma humano. El procedimiento descrito se puede ampliar a otras células (lineas celulares) tumorales humanas
que incluyen las células madre tumorales.

La adaptacion del H1-PV de rata a células de glioblastoma humano condujo a una delecién en el extremo C-terminal
de NS1/exén medio de NS2 de H1. Esta region representa un area clave para la variaciéon que determina una gama
de hospedadores de H1-PV y con adaptaciones/andlisis adicionales de otras cepas aisladas de PV de roedor que
hasta ahora no se han caracterizado, se pueden encontrar en esta zona variaciones adicionales.

Ademas de generar una variante de H1-PV que es potencialmente capaz de difundirse de célula a célula en tejido
tumoral de glioblastoma humano y que, por lo tanto, tiene un mayor potencial para destruir células tumorales (tal y
como se indica con los ensayos de aptitud), las particulas de la progenie de esta cepa aislada se transportan acti-
vamente a la periferia de la célula a través de vesiculas. Ademas de los viriones recién sintetizados, se observo que
multiples proteinas celulares que estaban asociadas con tales vesiculas no estaban presentes después de la infec-
cion en células no infectadas de glioblastoma humano. Esta carga asociada podria servir para desenmascarar célu-
las tumorales, para ponerlas a disposicion del sistema inmune del hospedador, contribuyendo de este modo a una
respuesta inmune antitumoral inducida por el virus.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1:

(Parte superior) Presentacién esquematica del método de adaptacion El parvovirus H1-PV se rata se propaga féacil-
mente en células de rata transformadas tales como RG-2 de glioma de rata (izquierda), pero esta limitado en la pro-
duccién y la difusién en lineas celulares de glioblastoma humano. Para superar estas limitaciones, se realizaron pa-
ses seriados en glioblastoma humano semipermisivo permitiendo que se produjeran mutaciones y la amplificacion de
variantes de H1-PV permisivas. Las variantes competentes en cuanto a la propagacién se obtuvieron/analizaron
después de 20 pases consecutivos en células NCH149.

(B, C) Determinacién de la amplificacion de ADN virico en NCH149 Células NCH149 se infectaron con 10 ufp/célula
de H1-PV y la presencia de intermediarios de la replicacién se midié por transferencia Southern después de los
tiempos indicados, posteriores a la infeccién.

(B) Infeccion con H1-PV (pSR19) de rata.

(C) Ampilificacién primaria y secundaria del ADN con H1-PV adaptado al glioma humano, determinacién de la activi-
dad de gelsolina en la salida vesicular y la difusion. Inf. 1, la infeccién primaria, Inf. 2, los materiales sobrenadantes
de Inf. 1 se utilizaron para infectar células NCH149 virgenes. La generacién de productos intermedios de la replica-
cion virica se midié por transferencia Southern. aCon, suero testigo; aGin, antisuero neutralizante producido contra
gelsolina; dRF, producto intermedio dimero de la replicacién; mRF, producto intermedio mondmero de la replicacion;
ADNSss, particulas viricas de la progenie = genomas de virus de cadena sencilla.

Figura 2: Determinacién de la salida vesicular de H1-PV e identificaciéon de la "carga asociada"

(A) Células NCH149 se infectaron con 10 ufp/célula de H1-PV adaptado a glioma humano y se fraccionaron en frac-
cién nucleica (Nuc), fraccion mitocondrial pesada (HMF) y fraccién mitocondrial ligera (LMF), que contenian vesicu-
las celulares. Para determinar la presencia de viriones de la progenie en la fraccién vesicular, los componentes de
LMF se separaron adicionalmente mediante gradientes de iodexanol y la presencia de ADN del virién se midié me-
diante transferencia Southern en comparacion con la presencia de marcadores vesiculares (determinada por transfe-
rencia Western).

(B) Determinacién de proteinas vesiculares en hgH1-PV y células NCH149 infectadas de forma simulada. Las vesi-
culas se purificaron tal y como se ha descrito en (A) y se analizaron para estudiar su contenido en proteinas median-
te SDS-PAGE vy tincién con plata. Las proteinas representadas en exceso en vesiculas celulares infectadas con
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hgH1-PV se indican con flechas.

Figura 3:

(A) Determinacién de la expresién de proteinas viricas después de la infeccién de células NCH149 con H1-PV adap-
tado a glioma humano frente a rata (pSR19)

Células NCH149 se infectaron con 10 ufp/célula y se recogieron en los momentos indicados después de la infeccién.
La acumulacién de proteinas viricas se determind mediante transferencia Western. Rodeada con un circulo (rojo)
esta la gran heterogeneidad de NS1 producida después de la infeccion con hgH1-PV y la mayor acumulacion de
NS2 y NS3 (azul).

(B) Células RG-2 y NCH149 se infectaron con las preparaciones de virus indicadas con una multiplicidad de 10, y se
marcaron metabélicamente con **P-ortofosfato 24 h p.i. durante cuatro horas Las células se recogieron, NS1 se puri-
ficd mediante inmunoprecipitaciones y SDS-PAGE y se determiné el patron de fosfopéptidos tripticos mediante elec-
troforesis/cromatografia bidimensional. Se muestra el patrén de fosfopéptidos de NS1 producido por H1-PV de rata
(pSR-19), en glioma de rata (izquierda), NCH149 (centro), asi como por hgH1-PV en células NCH149 (derecha). Ro-
deadas con un circulo: fosforilaciones conocidas por dirigir la amplificacion del ADN virico.

Figura 4:

(A) Multiplicacién de la entrada de virus después de la infeccién de diversas lineas celulares diana

Las lineas celulares indicadas se infectaron con una multiplicidad de 10, se lavaron y se recogieron 4 horas (entrada
de virus) 24 y 48 horas después de la infeccién. Se determinaron los virus asociados con células y el medio median-
te ensayo en placas. La amplificacién promedio 24 y 48 h después de la infeccién se expresa sobre la valoracion de
entrada (4 h) del virus.

(B) Ensayo de aptitud de los virus

Las lineas celulares diana se sembraron en placas de 24 pocillos, se infectaron con las multiplicidades indicadas,
con las preparaciones de virus apropiadas, y las células vivas se fijaron y se tifieron con violeta de metilo 6 dias
después de la infeccion.

Figura 5:

Parte superior: Organizacién del genoma de H1-PV, con indicacién de la variacion encontrada después de la adap-
tacién en glioma humano

Seccién media: Fragmentos de PCR generados a partir de preparaciones de virus purificados de la placa

Parte inferior: Determinacién genética de las variantes de hgH1-PV purificadas en placa

Los fragmentos de PCR clonados se indican con lineas negras, el material secuenciado se indica con cuadrados
punteados y la presencia de las variaciones individuales se indica en verde.

Figura 6: Caracterizacion detallada de todas las variaciones genéticas encontradas por secuenciacion de placas in-
dividuales

Figura 7: Ensayo de aptitud de virus sobre reservas de virus obtenidas a partir de cepas aisladas de placas indivi-
duales

Figura 8: Secuencias de proteinas correspondientes a la secuencia de nucleétidos de H1-PV publicada en NC
001358

Los tres exones de NS2p, tal y como se deducen a partir del patron de transcripcion de Qiu et al., (2006), estan sub-
rayados (extremo N-terminal comin con NS1 = exon1) - (ex6n medio: doble subrayado)-amarillo (exén C-terminal
[Unico para cada isoforma de NS2]). Errores corregidos de la secuenciacion estan en cursiva (estas diferencias con
la secuencia publicada se encontraron también en todas las cepas aisladas). Las variaciones creadas a través de los
pases en células NCH149 aparecen en negrita. Las secuencias especificas de VP1 estan en negrita y subrayadas.

Descripcion detallada de la presente invencion

La presente invencidn proporciona una variante de parvovirus capaz de propagarse y difundirse a través de células
tumorales humanas, caracterizada porque comprende una deleciéon de 28 aminoacidos desde la posicion 619 a 646
(Rhode y Paradiso, 1983) en el extremo C-terminal de NS1/posicion 126 a 153 en el exén medio de NS2 (Rhode y
Paradiso, 1983; Qiu et al., 2006), y una sustitucion H374Y en VP1/2.

La presente invencion también proporciona una variante de parvovirus capaz de propagarse y difundirse a través de
células tumorales humanas caracterizada porque comprende la(s) siguiente(s) sustitucion(es) de aminoéacidos en
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VP1/2:
(a) D391N; y/o
(b) D439S.

El término "propagacion” tal y como se usa en esta memoria significa que los viriones de la progenie de la variante
de parvovirus muestran una amplificacién significativamente superior a los niveles de entrada (es decir, > 5 veces).

La expresion "difundir a través de" tal y como se usa esta memoria, significa que los viriones de la progenie de la va-
riante de parvovirus son capaces no solo de destruir las poblaciones de células infectadas principalmente, sino que
son capaces de causar infecciones secundarias de células virgenes, con particulas producidas durante la primera
ronda de infeccion.

El término "semipermisivo”, tal y como se usa en esta memoria para caracterizar las células hospedadoras, significa
que la infeccién con los virus da como resultado una replicacién virica incompleta dentro del tipo particular de células
hospedadoras, pero se caracteriza por una amplificacion del ADN virico y, eventualmente, bajos rendimientos de vi-
riones en la progenie. Estos Ultimos no tienen que ser necesariamente infecciosos al comienzo del procedimiento.

La expresién "parvovirus" comprende cualquier parvovirus, particularmente un parvovirus de roedor, tal como un vi-
rus diminuto de ratén (MVM) y virus H-1, asi como virus o vectores relacionados basados en tales virus o derivados.
La persona experta en la técnica puede llegar a la variante de parvovirus segun la presente invencion sometiendo a
pases en serie una cepa de partida, tal y como se indica en los Ejemplos mas abajo, o0 mediante la introduccién de
una deleciéon que produce como resultado la modificacion deseada de las propiedades bioldgicas, es decir, la capa-
cidad de la variante de parvovirus para propagarse y difundirse a través de células tumorales humanas, destruyén-
dolas de este modo, partiendo de la secuencia de acido nucleico conocida y de secuencias de aminoacidos de las
proteinas no estructurales de los parvovirus, por ejemplo, a partir de parvovirus H-1 (Rhode y Paradiso, 1983; Qiu et
al., 2006). La persona experta en la técnica también puede analizar faciimente si una variante particular presenta las
propiedades bioldgicas deseadas descritas, empleando los ensayos que se explican a continuacion en los ejemplos.

Preferiblemente, la variante de parvovirus de la invencién se obtiene a partir de parvovirus H-1 (H-1PV) o de un par-
vovirus de roedor relacionado. Ejemplos de parvovirus de roedor relacionados preferidos son Lulll, virus diminuto de
raton (MMV), parvovirus de ratén (MPV), virus diminuto de rata (RMV), parvovirus de rata (RPV) o virus de rata (RV).

En principio, cualquier tumor se puede curar usando una variante de parvovirus de la presente invencion, prefirién-
dose los gliomas.

Un glioma preferido en particular es un glioblastoma.
Una linea de células tumorales semipermisiva humana preferida es NCH149.

En cuanto al procedimiento de pases en serie, la persona experta en la técnica puede determinar facilmente cuantos
pases son suficientes para llegar a un parvovirus de la presente invencion. En general, sin embargo, este método de
la invencion comprende al menos 10 pases, preferiblemente al menos 20 a 25 pases o mas. Preferiblemente, los
pases son sobre células NCH149.

Con el fin de asegurar la pureza y la estabilidad de las variantes viricas, los clones individuales se pueden purificar
en placa después de los pases, preferentemente en células NB 324K.

La presente invencion también proporciona un método para generar una variante de parvovirus capaz de propagarse
y difundirse a través de células tumorales humanas, comprendiendo dicho método realizar pases en serie con un
parvovirus de roedor como cepa de partida en células tumorales humanas semipermisivas, tal y como se ha descrito
anteriormente y en los ejemplos, a continuacién.

Un objeto adicional de la presente invencion se refiere a un acido nucleico, especialmente un ADN que codifica una
variante de parvovirus anterior.

Un ADN de acuerdo con la invencién puede estar presente en un vector y un vector de expresién, respectivamente.
Una persona experta en la técnica esta familiarizada con ejemplos de los mismos. En el caso de un vector de expre-
sién para E. coli, estos son por ejemplo, pPGEMEX, derivados de pUC, pGEX-2T, pET3b, vectores de expresién ba-
sados en T7 y pQE-8. Para la expresidn en levadura se pueden mencionar, por ejemplo, pY100 y Ycpad1, mientras
que, por ejemplo, pKCR, pEFBOS, cDM8, pMSCND y pCEV4 se pueden indicar para la expresion en células anima-
les. El vector de expresion de baculovirus pAcSGHisNT-A es especialmente adecuado para la expresion en células
de insecto.

En una realizacion preferida, el vector que contiene el ADN de acuerdo con la invencioén es un virus, por ejemplo, un
adenovirus, un virus vaccinia, un virus AAV o un parvovirus, tal como MVM o H-1, prefiriéndose un parvovirus. El
vector también puede ser un retrovirus, tal como MoMULV, MoMuLV, HaMuSV, MuMTV, RSV o GaLV.
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Para la construccién de vectores de expresién que contienen el ADN de acuerdo con la invencion, es posible utilizar
métodos generales conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, por ejemplo, técnicas de recombinacion in vi-
tro, métodos sintéticos y métodos de recombinacion in vivo.

Ademas, la presente invencion se refiere a células hospedadoras que contienen las variantes o vectores descritos
anteriormente. Estas células hospedadoras incluyen células humanas 293(T), NBK, células de rata RG2, células
NCH149, NCH82 o U87. Los métodos para transformar estas células hospedadoras, para seleccionar fenotipica-
mente los transformantes y para expresar el ADN de acuerdo con la invencion mediante el uso de los vectores des-
critos anteriormente, son conocidos en la técnica.

Por lo tanto, la presente invencion también proporciona un método para producir la variante de parvovirus de la in-
vencién, que comprende el cultivo de una célula hospedadora de la invencion en condiciones adecuadas y la recogi-
da de la variante de parvovirus a partir de las células o del medio.

Por otra parte, la presente invencion se refiere a anticuerpos que reconocen especificamente una variante de parvo-
virus descrita anteriormente, es decir, la regién polipeptidica de la variante de parvovirus en donde se localiza la de-
lecion, caracterizandose la variante de parvovirus de roedor porque es capaz de propagarse y difundirse a través de
gliomas humanos. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales, policlonales o sintéticos o fragmentos de
los mismos, por ejemplo, fragmentos Fab, Fv o scFv. Preferiblemente, se refieren a anticuerpos monoclonales. Para
la produccioén es favorable inmunizar los animales - particularmente los conejos o pollos para un anticuerpo policlo-
nal y los ratones para un anticuerpo monoclonal - con una variante del parvovirus mencionado anteriormente o con
fragmentos de la misma. Otras dosis de refuerzo de los animales se pueden efectuar con la misma variante de par-
vovirus o con fragmentos de la misma. El anticuerpo policlonal se puede obtener después a partir del suero del ani-
mal y de la yema de huevo, respectivamente. El anticuerpo monoclonal se puede obtener de acuerdo con métodos
convencionales, haciéndose referencia en particular al método de Kéhler y Milstein (Nature 256 (1975), 495) y Galfre
(Meth. Enzymol. 73 (1981), 3). En este caso, células de mieloma de ratén se fusionan con células de bazo proceden-
tes de los animales inmunizados. Los anticuerpos segun la invencién se pueden utilizar de muchas maneras, por
ejemplo, para la inmunoprecipitacion de las variantes de parvovirus descritas anteriormente o para el aislamiento de
las mismas. Los anticuerpos se pueden unir en inmunoensayos en fase liquida o a un vehiculo sélido. A este respec-
to, los anticuerpos se pueden marcar de varias maneras. La persona experta en la técnica estd familiarizada con
marcadores adecuados y con métodos de marcacion. Ejemplos de inmunoensayos son ELISA y RIA.

También se proporciona un kit para la aplicacion de la presente invencion. Este kit comprende lo siguiente:
(a) una variante de parvovirus segun la invencion;

(b) un ADN de acuerdo con la invencion, por ejemplo, un vector de expresion, particularmente un parvovi-
rus;

(¢) un anticuerpo de acuerdo con la invencién; y/u, opcionalmente,
(d) agentes auxiliares convencionales, tales como disolventes, tampones, vehiculos, marcadores y testigos.
De los componentes (a) a (d) pueden estar presentes uno o varios representantes de cada uno.

La presente invencion también proporciona una composicién farmacéutica que contiene una variante de parvovirus
de la invencion, un vector o una célula que produce dicha variante de parvovirus ("agente parvoterapéutico" o "com-
posicién parvoterapéutica"), por ejemplo, células 293(T), NBK humanas o células RG2 de rata.

Para la administracién, el agente parvoterapéutico se puede combinar con vehiculos farmacéuticos adecuados. Los
vehiculos farmacéuticos adecuados de un tipo bien conocido en la técnica y que se pueden conseguir comercial-
mente con facilidad, incluyen soluciones salinas tamponadas con fosfato (PBS), agua, emulsiones tales como emul-
siones de aceite/agua, agentes humectantes de diversos tipos, soluciones estériles, etc. Tales vehiculos se pueden
formular con el(los) agente(s) parvoterapéutico(s) mediante métodos de formulacién convencionales para administrar
al sujeto en una dosis adecuada.

Otros vehiculos farmacéuticamente compatibles pueden incluir geles, materiales de matrices bioresorbibles, elemen-
tos de implantacion que contienen el agente terapéutico o cualquier otro vehiculo adecuado, medios o material(es)
de entrega o de administracién.

La administracion de las composiciones farmacéuticas parvoterapéuticas a un paciente, por ejemplo, un paciente
con tumor cerebral, se puede efectuar segun cualquiera entre numerosas rutas adecuadas, por ejemplo, mediante
administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tépica, intradérmica, intracraneal e intratumo-
ral. La ruta de administracion depende por supuesto de la naturaleza de la enfermedad y del(de los) agente(s) terap-
éutico(s) especifico(s) contenido(s) en la composicién farmacéutica.

Si tal(es) agente(s) parvoterapéutico(s) comprende(n) particulas viricas infecciosas con capacidad para penetrar a
través de la barrera hematoencefélica, el tratamiento se puede realizar o al menos iniciar mediante inyeccion intra-
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venosa del agente terapéutico virico, por ejemplo, una variante de H1-PV.

Dado que el tratamiento intravenoso a largo plazo es susceptible de volverse ineficaz como consecuencia de la for-
macién de anticuerpos neutralizantes contra el agente terapéutico virico, se pueden adoptar diferentes modos de
administracion después de un régimen inicial de administracion virica intravenosa, o técnicas de administracién dife-
rentes de este tipo, por ejemplo, la administracién virica intracraneal o intratumoral, se pueden utilizar alternativa-
mente durante todo el transcurso del tratamiento con parvovirus.

Como otra técnica de administracion especifica, el agente parvoterapéutico (agente de virus, vector y/o agente celu-
lar) 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, puede estar conectado a un pequefio depdsito subcutaneo
(depésito de Rickham) instalado en el paciente durante la extirpacion del tumor o mediante un procedimiento distin-
to, para permitir que la composicion parvoterapéutica se inyecte localmente en varias veces sin una intervencion
quirdrgica adicional. La variante de parvovirus o los vectores obtenidos también se pueden inyectar, por ejemplo, en
un tumor, por técnicas quirlrgicas estereotacticas o por técnicas de direccionamiento por neuronavegacion.

La administracién de los agentes o composiciones parvoviricas también se puede realizar mediante infusiéon conti-
nua de particulas viricas o de fluidos que contienen particulas viricas a través de catéteres implantados con tasas de
flujo reducidas, utilizando sistemas de bombeo adecuados, por ejemplo: bombas de infusién peristalticas o bombas
de administracion mejoradas por conveccion (CED).

Aun otro método de administracion de la composicidn parvoterapéutica es desde un dispositivo implantado, cons-
truido y dispuesto para administrar el agente parvoterapéutico en el lugar deseado, por ejemplo, un tumor. Por ejem-
plo, se pueden emplear obleas que han sido impregnadas con la composicién parvoterapéutica, por ejemplo, una va-
riante de parvovirus H-1, en la que la oblea se fija a los bordes de la cavidad de reseccion al final de la extirpacion
quirdrgica del tumor. Se pueden emplear multiples obleas en este tipo de intervencién terapéutica.

Las células que producen activamente el agente parvoterapéutico, por ejemplo, una variante de parvovirus H-1, o
vectores de la variante H-1, se pueden inyectar en el tumor deseado, 0 en una cavidad tumoral después de la extir-
pacion del tumor.

Se pueden emplear combinaciones de dos o varios de los modos de administracion descritos anteriormente, de
cualquier manera adecuada, por ejemplo, concurrente, simultanea o secuencial.

El régimen de dosificacion del agente parvoterapéutico es facilmente determinable por el médico encargado segun la
experiencia en la técnica, basandose en los datos del paciente, en observaciones y en otros factores clinicos, inclu-
yendo por ejemplo el tamafo del paciente, el area de superficie corporal, la edad, el sexo, el virus, vector, célula, etc.
particular que se va a administrar, el tiempo y la via de administracion, el tipo de tumor y las caracteristicas, la salud
general del paciente y otros farmacos o terapias a los que se esta sometiendo al paciente.

En consecuencia, la presente invencion también se refiere al uso de una variante de parvovirus segun la presente
invencién, a una célula productora de dicha variante de parvovirus, a un ADN, un vector de expresiéon o un anticuer-
po de la presente invencion para la preparacién de una composicion farmacéutica para el tratamiento del cancer. Se
espera que los tumores cerebrales (preferentemente un glioma, meduloblastoma, meningioma o glioblastoma) sean
particularmente susceptibles al tratamiento con un agente de la presente invencién.

Los siguientes ejemplos explican la invencién con mas detalle.
Ejemplo 1
Adaptacion de H1-PV (pSR19) de rata a glioma humano

La infeccion de muchas lineas celulares de glioblastoma humano con H1-PV obtenido a partir de una cepa aislada
de pSR19 (nimero de orden: NC_001358) condujo a la expresion de proteinas viricas y, en consecuencia, a la
muerte celular independientemente de su resistencia a la apoptosis inducida por farmacos. Sin embargo, al controlar
la amplificacién del ADN virico y la produccién de particulas de la progenie, con excepcion de NCH89, la mayoria de
las lineas celulares humanas de glioblastoma sometidas a ensayo solo permiti6 una amplificacion reducida del ADN
y practicamente ningin aumento en la produccion de progenie (Herrero y Calle et al., 2004; DiPiazza y col., 2007).
Para subsanar este defecto, se procurd obtener (a) una(s) variante(s) de H1-PV competente en cuanto a la propaga-
cién a través de pases en serie de pSR19 en células de glioblastoma humano, que era competente en cuanto a la
amplificacion de ADN, aunque la produccién de viriones en la progenie se vio obstaculizada. EI ADN del clon infec-
cioso de H1-PV, pSR19 se transfecté en células NCH149, una linea celular que se habia mostrado que permitia ni-
veles bajos de amplificacion de ADN mediante transferencia Southern (Fig. 1B). Los parvovirus son dependientes de
las células en crecimiento (rapidez), ya que la conversién del genoma monocatenario a un molde bicatenario para la
transcripcion requiere la fase S. Por lo tanto, el indculo inicial (células transfectadas) se amplificd primero mediante
diluciones 1:4 después de llegar a confluencia en la superficie. Después de conseguir 4x10° células, se recogieron
3/4 de las células, los viriones de la progenie se liberaron mediante ciclos repetidos de congelacion y descongela-
cién en el material sobrenadante, y una combinacion de células virgenes y transfectadas se volvié a infectar con es-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2436317713

tos viriones hasta confluencia o se obtuvo CPE. Este procedimiento se continu6 hasta el pase 20-25.
Ejemplo 2
Anadlisis de glioma humano adaptado a H1-PV

Después de mas de 20 pases consecutivos, los inventores obtuvieron una reserva de virus competente en cuanto a
la amplificacién del ADN virico, la produccién de viriones en la progenie y la difusion en cultivos de NCH149. Se ana-
lizaron las propiedades de esta mezcla de virus. Como se muestra en la Fig. 1C mediante transferencia Southern,
esta mezcla de virus se caracterizaba por una fuerte amplificacion del ADN después de la infeccién de células
NCH149, produciendo productos intermedios de la replicacion monémeros y dimeros, asi como ADN monocatenario
de virién. Ademas de reflejar la produccién de ADN virico gendmico, esta ultima forma indica la formacién de viriones
en la progenie, ya que la generacién de ADN monocatenario se asocia con el proceso de empaquetamiento. Por otra
parte, cuando se recogié el material sobrenadante de células infectadas (Inf. 1) para infectar células NCH149 virge-
nes (Inf. 2), se observo una amplificacion del ADN similar y una generacion de ADN monocatenario de virion, lo que
demuestra la produccion y la liberacion de un gran ndmero de viriones infecciosos de la progenie en las células
NCH149. En efecto, la liberacion de viriones de la progenie en el material sobrenadante del medio es dependiente
de la actividad de gelsolina celular, ya que la aplicacién de anticuerpos neutralizantes de gelsolina inhibe este proce-
so. Esta dependencia de gelsolina para la liberacién de los viriones de la progenie indica la participacion de un
transporte vesicular activo a la periferia celular, de los viriones de la progenie (Bar et al., 2008).

Como se muestra en la Fig. 2A mediante transferencia Southern del ADN monocatenario de los viriones de la pro-
genie, después de fraccionamientos bioquimicos, se observa que particulas de la progenie de la variante H1-PV
estan fuertemente asociadas con fracciones vesiculares de las células infectadas. Por otra parte, comparando las
vesiculas de células NCH149 no infectadas frente a infectadas, analizando el contenido en proteinas mediante tin-
cién con plata se identificé una serie de proteinas que estan asociadas con fracciones vesiculares que contienen vi-
riones, la cual esta ausente en células no infectadas. La naturaleza de estas proteinas se determina actualmente
mediante analisis MS/MS.

A continuacion, se identificé la naturaleza de la(s) modificaciéon(es) virica(s) que produce el fenotipo permisivo en las
células NCH149. H1-PV (pSR19) original se produjo en glioma RG-2 de rata, mientras que la variante H1-PV adap-
tada (hgH1-PV) fue generada en NCH149. Ambas reservas de virus se valoraron mediante ensayos en placa en
células NB324K permisivas. Las infecciones se llevaron a cabo con una multiplicidad de 10 en células NCH149 y la
produccion de proteinas viricas se determind en un experimento de evolucion temporal mediante transferencia Wes-
tern. Como se muestra en la Fig. 3A, se observaron diferencias notables en los niveles de expresion de las proteinas
pequeiias no estructurales NS2 y NS3, mientras que NS1 de hgH1-PV mostré ser mucho mas heterogénea que NS1
de pSR19. NS1 es una fosfoproteina multifuncional que es necesaria para muchos procesos durante las amplifica-
ciones de virus y esta regulada en su funcionamiento por fosforilaciones diferenciales. En efecto, tal y como se
muestra en la Fig. 3B, cuando se analizaron los patrones de fosforilacion de NS1 obtenida a partir de pSR19 des-
pués de infecciones de células RG-2 de rata y de células NCH149 humanas, se observo la falta de dos péptidos ca-
racteristicos después de la infeccion de NCH149 (dentro de un circulo). Por el contrario, hgH1-PV era capaz de ge-
nerar estos fosfopéptidos (y un péptido adicional marcado con una flecha), lo que explica las diferencias en el patron
de migracién observado con transferencia Western. Por otra parte, analisis funcionales detallados de la fosforilacion
(patron) de NS1 de MVM, que se asemeja mucho a la observada para pSR19 en RG-2/hgH1-PV en NCH149, sugie-
re que los dos péptidos dentro de un circulo son fosforilaciones importantes que intervienen en las funciones replica-
tivas de la proteina NS1.

Por altimo, las reservas de hgH1-PV adaptado se sometieron a ensayo para determinar su aptitud para propagarse y
difundirse a través de una variedad de cultivos de glioblastoma (humano), en comparacion con la cepa aislada de
pSR19. Como se muestra en la Fig. 4. ademas de las células NCH149, todas las otras lineas celulares de glioblas-
toma humano sometidas a ensayo hasta ahora, mostraron ser aptas para amplificar viriones de la progenie de hgH1-
PV (pero no pSR19) por lo menos diez veces mas que los niveles de entrada y mostraron ser superiores a pSR19 en
la difusion a través de los cultivos.

Ejemplo 3
Caracterizacion genética de H1-PV adaptado a glioma humano

Para determinar las variaciones genéticas de hgH1-PV adquiridas durante los pases en NCH149 en comparacion
con el inéculo inicial (pSR19), se realizaron valoraciones del punto final de variantes de virus individuales purificados
en placa y se aislé el ADN de los viriones. Como se muestra en la Fig. 5, se obtuvo el ADN de cinco placas indivi-
duales, la regién codificadora completa se amplificé por PCR en tres etapas y los fragmentos solapantes se clonaron
en pCR2.1. Las variaciones genéticas se determinaron mediante secuenciacion y se compararon con la secuencia
publicada de pSR19 (nimero de orden NC_001358). Se indican las mutaciones comparadas con la secuencia de
pSR19 que se encontraron presentes en las cepas aisladas de placas individuales, se numeraron y se localizaron en
el mapa de H1. Las alteraciones detalladas de la secuencia se muestran en la Fig. 6.

Para caracterizar mejor las propiedades de los clones individuales, se generaron reservas de virus de cepas aisladas
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a partir de placas individuales y se sometié a ensayo su aptitud para difundirse y destruir cultivos de células de glio-
blastoma humano, en comparacion con pSR19 generado en células RG-2 de rata. Tal y como se muestra en la Fig.
7, todas las cepas aisladas que albergaban un mutante por delecion en la parte C-terminal de NS1/ex6n medio de
NS2, superaron a pSR19 en su aptitud para difundirse y destruir células de glioblastoma humano, lo que confirma
los hallazgos iniciales con las variantes reunidas y demuestra que el mutante por delecion es responsable del selec-
tor de la gama de hospedadores observada.
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20 25 30

Glu Asn val GIn Leu Asn Gly Lys Asp Ile Gly Trp Asn Ser Tyr Arg
35 40 45

Lys Glu Leu GIn Asp Asp Glu Leu Lys Ser Leu Gln Arg Gly Ala Glu
50 55 60

Thr Thr Trp Asp GIn Ser Glu Asp Met Glu Trp Glu Ser Ala val Asp
65 70 75 80

Met Thr Lys LyS gge Asn Ala Leu Thr gge ser Asp Ser Glu ggs Tyr

Ala Ser GIn Pro Lys Leu Arg Ser Tyr Ser Thr Cys Ile Gly Pro Cys
100 105 110

Gly Pro Ser Ser Arg Ala Leu Glu His Thr Lys Tyr Ser Cys Cys Gly
115 120 125

His Cys Ser Lys Pro Lys His Trp Gly Gly Trp Phe His Ser Leu Pro
130 135 140

Arg Cys Ser Thr Glu Pro Asn Leu val Arg Asp Arg Gly Gly phe Glu
145 150 155 160

Ser Leu Leu GIn Ser Arg Thr val Gly Glu Arg Leu GIn Arg Gly Ala
165 170

Asp Leu Gly Leu Arg Tyr Gly val Leu Met Tyr Asp Tyr Leu Phe Tyr
180 185 190

Arg Pro Glu Ile Thr Trp Phe
195

<210> 3

<211> 738

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> VP1/2

<400> 3

Met Ala Pro Pro Ala Lys Arg Ala Lys Arg Gly Trp val Pro Pro Gly
1 5 10 15

Tyr Lys Tyr Leu Gly Pro Gly Asn Ser Leu Asp GIn Gly Glu Pro Thr
20 25 30

Asn Pro Ser Asp Ala Ala Ala Lys Glu His Asp Glu Ala Tyr Asp GIn

13



Gln

65

val

Ser

Pro

Arg

Thr

145

Asn

Gly

ASp

Asn

225

Thr

Thr

Pro

ASp

Glu

Ile

50

Arg

Gly

Thr

Gly

Ala

130

Met

Ala

Gly

Asn

Ala

210

Tyr

Lys

Pro

ser
290

Gln

35

Lys

Phe

His

Asp

Lys

115

Lys

ser

Arg

Gly

GIn

195

His

Cys

val

GIn

Ser

Ile

Tyr

Ser

100

Arg

Lys

ASp

val

ser

180

Thr

Ala

Arg

Lys

Ser

260

Ser

Gly

Gly

ASp

Phe

85

Glu

Thr

Lys

Gly

Glu

165

Gly

Thr

Ser

val

Gly

Leu

Gln

Gln

Ala

Lys

Gln

70

Phe

Pro

Lys

Arg

Thr

150

Arg

Gly

Tyr

Arg

Thr

230

Asn

val

Phe

Glu

Gly

ES 2436317713

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Pro

Ala

135

Glu

ser

Gly

Lys

Leu

215

val

Met

Asp

=]
-t
)

Leu
295

Gln

40

Pro

Lys

Thr

Thr

Pro

120

Ser

Thr

Ala

Gly

Phe

200

Leu

His

Ala

Ala

Gln

280

Phe

Asp

Tyr

Asp

Lys

ser

105

Ala

Leu

Asn

Asp

Ile

185

Leu

His

Asn

TYyr

AsSn

265

AsSh

Asn

Ala

14

Leu

Ala

Arg

90

Gly

His

Ala

Gln

Gly

Gly

Gly

Leu

Asn

val

Ile

Tyr

Lys

Ala

Thr

Ile

Ala

Pro

155

Gly

val

Asp

Gly

Gln

235

Thr

Trp

Lys

Phe

60

ASp

Phe

Ser

Phe

Gln

140

Asp

Gly

Ser

Gly

Met

220

Thr

His

Gly

Glu

val

300

val

45

ser

Trp

Ala

Gly

val

125

Gln

Thr

Ser

Thr

205

Pro

Thr

GIn

val T

ser
285

Lys

Tyr

Pro

Gly

Pro

val

110

Asn

Arg

Gly

Ser

Gly

val

Pro

Gly

Gln

Asn

Ala

Gly

Gln

Thr

Ile

Gly

Thr

Glu

Ser

His

Asn

val

Asn

Arg

Ala

Leu

Ala

160

Gly

Tyr

Ile

Glu

Gly

Trp

Gln

Asp



305

Leu

Lys

Glin

Asp

Glu

Trp

Pro

Phe

465

Arg

Glu

Ile

Tyr

Glu

545

Ala

Asn

Thr

Thr

Pro

Leu

370

Thr

AsSn

Gly

GIn

Thr

450

Gly

Thr

Ala

Thr

Gly

Arg

Arg

GIn

Ala

Pro

Thr

355

Ser

Ile

Thr

Thr

Thr

435

ser

Ser

Arg

Asn

Ala

515

Lys

Tyr

Cys

Ile

Cys

Ala

340

Ala

val

Gly

Leu

Tyr

420

AsSn

ASp

Thr

Pro

Ar

50

Gly

Gln

Thr

Phe

Leu

Met

325

Ala

Pro

Thr

Glu

Pro

405

Ile

Arg

Thr

GlIn

Ala

485

Gly

Glu

His

Trp

val

565

GIn

310

Met
GIn
Ala
ser
Pro
390
Ile
Phe
His
Ala
Thr
470
Gln
G'ly
Asp
Gly
550

Gln

Arg
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val

Thr

Pro

ser

375

Gln

Thr

Asn

Leu

Thr

455

GlIn

Ile

Pro

His

Glu

535

Ala

ser

Glu

Ala
ser
Ty

360
ASn
Ala
Leu
Thr
Ala
440
Ala
Asn

Gly

Phe

ASp

Leu

Glu

345

Arg

Ser

Leu

Leu

Asp

425

Cys

ser

val

Phe

Lys

505

Ala

Trp

ASp

Pro

Ala

Asp
330
Thr
Tyr
Ala
Asn
Arg
410
Pro
Leu
Leu
Asn
Met
490
val
Asn
Ala
Ser
Ile

570

Ile

15

315

ser

Leu

Tyr

Glu

ser

395

Thr

Leu

Gln

Thr

Tyr

475

GIn

Pro

Gly

Lys

>
W =
Vi

ser

Ala

Asn

Gly

Phe

Gly

GIn

Gly

Lys

Gly

Ala

460

val

Pro

val

Ala

Gln

540

Ile

Gly

Asn

Phe

Phe

365

Thr

Phe

Asp

Leu

Ile

445

Asn

Thr

His

val

Gly

(1)
-
<

Pro

Arg

Ile

Tyr

Met

Gln

Phe

Glu

Thr

430

Thr

Gly

Glu

Asp

Pro

510

Arg

Ala

Pro

Thr

Leu

335

Pro

Pro

Ile

Thr

Phe

415

His

ASp

Asp

Ala

AsSn

495

Leu

Phe

Ala

Asn
575

Asn

320

Pro
Trp
Arg
Thr
Ile
400
Thr
Thr
Leu
Arg
Leu
480
Phe
Asp
ASn
Pro

Thr

560

Gln

Met
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580 585 590

His Tyr Thr Asn val phe Asn Ser Tyr Gly Pro Leu Ser Ala Phe Pro
595 600 605

His Pro Asp Pro Ile Tyr Pro Asn Gly GIn Ile Trp Asp Lys Glu Leu
610 615 620

Asp Leu Glu His Lys Pro Arg Leu His val Thr Ala Pro Phe val Cys
625 630 635 640

Lys Asn Asn Pro Pro Gly GIn Leu Phe val His Leu Gly Pro Asn Leu
645 650 655

Thr Asp GIn Phe Asp Pro Asn Ser Thr Thr val Ser Arg Ile val Thr
660 665 670

Tyr Ser Thr Phe Tyr Trp Lys Gly Ile Leu Lys Phe Lys Ala Lys Leu
675 680 685

Arg Pro Asn Leu Thr Trp Asn Pro val Tyr Gln Ala Thr Thr Asp Ser
690 695 ‘ 700

val Ala Asn Ser Tyr Met Asn Val Lys Lys Trp Leu Pro Ser Ala Thr
705 710 715 720

Gly Asn Met His Ser Asp Pro Leu Ile Cys Arg Pro val Pro His Met
725 730 735

Thr Tyr

<210> 4

<211>5

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> errores de secuenciacion corregidos en VP1/2

<400> 4

Gly Met Pro Pro Arg
1 5

<210>5

<211> 110

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> variacion n? 1

<400> 5
gcacaccaaa tactcctgtt gcgggcactg cagcaagcca aaacactggg gaggctggtt 60

ccacagcctg ccaaggtgct caacggagee caacctggtc cgagatcgag 110

<210>6

<211> 20

<212> ADN

<213> secuencia artificial
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<220>
<223> variaciéon n® 2

<400> 6
gctggcgagg actatgatge 20

<210>7

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> variacion n® 3

<400>7
acaacatggc gaaaattggg 20

<210>8

<211>20

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> variacion n® 4

<400> 8
gcgagaaaac gccatagctg 20

<210>9

<211>19

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> variacion n® 5

<400>9
tataaaaata acataatat 19

<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> variacion n® 6

<400> 10
aacataatat ggtattggtt aa 22

<210> 11

<211>20

<212 > ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> variacion n® 7

<400> 11
ctgtaaaaaa caatagaact 20

<210> 12

<211>78

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> variacion n® 8

17
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<400> 12
agatagaata taagaagatt ttgtatttta aaataaatat agttagttgg ttaatgttag 60
atagaatata aaaagatt 78
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de parvovirus de roedor capaz de propagarse y difundirse a través de células tumorales
humanas, caracterizada porque la variante de parvovirus comprende (a) una delecién de 28 aminoacidos desde la
posicién 619 a 646 en el extremo C-terminal de NS1/desde la posicion 126 a 153 en el exdn medio de NS2 y (b) la
sustitucion de aminoacidos H374Y en VP1/2.

2. La variante de parvovirus segun la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente las sustituciones de
aminoacidos D391N y/o D439S.

3. La variante de parvovirus segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la cepa de partida es un parvovirus de ra-
ta.

4. La variante de parvovirus segun la reivindicacién 3, que es un parvovirus H-1 de rata.

5. La variante de parvovirus segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde las células tumora-
les son células de glioma.

6. La variante de parvovirus segun la reivindicacién 5, en la que el glioma es un glioblastoma.

7. Un ADN que codifica la variante de parvovirus segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Un vector de expresiéon que comprende el ADN segun la reivindicacion 7.

9. Una célula hospedadora que contiene la variante de parvovirus segun una cualquiera de las reivindicacio-

nes 1 a 6, o el vector de expresion segun la reivindicacién 8.

10. Un anticuerpo dirigido contra la proteina NS1 de una variante de parvovirus segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, caracterizado adicionalmente porque solo se une a la proteina de la variante que tiene la de-
lecion pero no a la proteina de tipo silvestre.

11. Kit que comprende:

(a) una variante de parvovirus segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6;

(b) un ADN segun la reivindicacion 7;

(¢) un anticuerpo segun la reivindicacién 10; y/u, opcionalmente,

(d) agentes auxiliares convencionales, tales como disolventes, tampones, vehiculos, marcadores y testigos,
en donde de los componentes (a) a (d) pueden estar presentes uno o varios representantes de cada uno.

12. Una composicion farmacéutica que contiene (a) un parvovirus segun una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6, el ADN segun la reivindicacién 7, el vector de expresién segun la reivindicacién 8, la célula hospedadora
segun la reivindicacion 9 y (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

13. Uso de un parvovirus segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, el ADN segun la reivindicacion 7,
el vector de expresion segun la reivindicacion 8, la célula hospedadora segun la reivindicacién 9, para la preparacion
de una composicion farmacéutica para el tratamiento de cancer.

14. El parvovirus segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, el ADN segun la reivindicacién 7, el vector
de expresién segun la reivindicacién 8, la célula hospedadora segun la reivindicacién 9, para uso en un método de
tratamiento del cancer.

15. El uso segun la reivindicacion 13 o 14, en el que dicho cancer es un tumor cerebral.

16. El uso segun la reivindicacién 15, en el que dicho tumor cerebral es un glioma, un meduloblastoma, un me-
ningioma o un glioblastoma.
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NS1

MAGNAYSDEV
LODDELKSLQ
VLSTKNIAPS
CNVQLTPAER
PPRDGGYFLS
EVSIKTTLKE
FDLILEKAET
ASTGKSIIAQ
QVNQFKAICS
LNIHLTRTLP
TPINSLGSMR
AGSTACQGAQ

LGVTNWLKDK
RGAETTWDQS
NVTWEVQHEW
IKLREIAEDS
SDSGWKTNFL
LVHKRVTSPE
SKLANFSMAS
ATAQAVGNVG
GQTIRIDQKG
GDFGLVDKHE
SPSLTPRSTP
RSPTWSEIEA
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Figura 8

SSQEVFSFVF
EDMEWESAVD
GKDPGWHCHV
EWVTLLTYKH
KEGERHLVSK
DWMMMQPDSY
TRTCRIFAEH
CYNAANVNEP
KGSKQIEPTP
WPLICAWLVK
LSQNYALTPL
DLRACFSQEQ

D1: dl aa6l19-646; P124Q; E280K

NS2

KNENVQLNGK
DMTKKQVEIF
LIGGKDFSQP
KHTKKDYTKC
LYTDEMKPET
IEMMAQPGGE
GWNYIKVCHA
FNDCTNKNLI
VIMTTNENIT
NGYQSTMACY
ASDLADLALE
LESDFNEELT

DIGWNSYRKE
DSLVKKCLFE
QGKWWRRQLN
VLFGNMIAYY
VETTVTTAQE
NLLKNTLEIC
ICCVLNRQGG
WVEEAGNFGQ
VVRIGCEERP
CAKWGKV PDW
PWSTPNTPVA
LD

MAGNAYSDEV LGVTNWLKDK SSQEVFSFVF KNENVQLNGK DIGWNSYRKE

LQDDELKSLQ;BGAETTNEQS EDMEWESAVD MTKKENALTI SDSEKYASQP

NLV

L

Dl:dl aal26-153

vP1/2

. RLORGADLG

_SKPKHWGGW]
VLM

EYRPEITHE

MAPPAKRAKR GWVPPGYKYIL, GPGNSLDOGE PTNPSDAAAK EHDEAYDOYI
KSGKNPYLYF SPADORFIDQ TKDAKDWGGK

EPGTSCGTSGV_SRPGKRTKPP AHIFVNOARA

MSDGTETNQP
TTYKFLGDGW
D(in)
NMAYDTHQQI
FNVVVKTVTE
APAPYRYYFF

QFFTIENTLPE
TDLPTSDTAT
FEANRGGPFK
RYTWDAIDSA
NVENSYGPLS
N (sb)
GQLFVHLGPN
PVYQATTDSV
2: H3I74Y:

3: D391N;

DTGIANARVE
VEITAHASRL

RSADGGGSSG
LHLGMPPSEN

WTPWSLVDAN AWGVWFQPSD

QOGAGQDAIK
MPRQLSVTSS

ITLLRTGDEF
ASLTANGDRF
VPVVPLDITA
AGRDTARCFV
AFPHPDPIYP

LTDQFDPNST
ANSYMNVKKW

4:

VYNNDLTACM
NSAEGTQITD

TTGTYIENTD
GSTQTONVNY
GEDHDANGAI
QSAPISIPPN
NGQIWDKELD

TVSRIVTYST
LPSATGNMHS
D439s

S
GGGGSGGGGT
YCRVTVHNNQ

WOFIQNSMES
MVALDSNNIL
TIGEPQALNS

PLKLTHTWQT
VTEALRTRPA
RFNYGKQHGE
ONQILOREDA
LEHKPRLHVT

FYWKGILKFK
DPLICRPVPH
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AFAPKI.S
R

GVSTGTYDNQ

TTGHGTKVKG

S

LNLDSLSQEL
PYTPAAQTSE

VYWSRWLVTA
FLSKKKICTS
AKRGRIQTRE
TLTLARTKTA
KRNTVLFHGP

EHTQPIRDRM

SEDWAEPKLD
GTAASQNTGE

TLGFYPWKPT

GMPFR (sb)

NRHLACLQGI
QIGFMQPHDN
DWAKQGAAPE
JTAGRTNMHYT
APFVCKNNPP

AKLRPNLTWN
MTY
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