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DESCRIPCION
Virus oncoliticos que crecen de manera selectiva en células tumorales
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a un adenovirus que muestra un efecto antitumoral replicando un polinucleétido,
que esta contenido en el virus, en células tumorales y un agente anticancer que comprende el virus.

Técnica precedente

Hoy dia, la terapia genética se lleva a cabo como un procedimiento para el tratamiento del cancer. Sin embargo, si
en la terapia genética se introduce un gen en un tejido enfermo o similar con un vector virico incapaz de replicarse,
el gen se puede aplicar Unicamente a las regiones que estan alrededor de las células diana, teniendo en
consideracion la seguridad del cuerpo humano. También, en la practica actual de terapia genética, el efecto
terapéutico satisfactorio no se puede conseguir debido a la baja eficacia de la trasferencia génica.

Se sabe que la actividad de la telomerasa a menudo esta aumentada en las células malignas transformadas o en las
cepas de células inmortalizadas mientras que la actividad de la telomerasa es dificil de encontrar en las células
somaticas normales, excluyendo las células de la linea germinal, las células de linaje sanguineo y las células madre
epiteliales.

Bajo estas circunstancias, es un objetivo principal de la presente invencidon permitir que un virus crezca en las
células tumorales utilizando la telomerasa activada en estas para de esta manera conseguir la muerte de las células
tumorales eficazmente.

El documento CN1339584A desvela un adenovirus, o vector adenovirico, que tiene la capacidad de infectar y
replicarse selectivamente en células que tienen actividad telomerasa. El virus o vector comprende la subunidad
promotora catalitica de telomerasa humana (hTERT) o el promotor del componente ARN génico de la telomerasa
(hTERC) que controlan la expresion de un gen temprano inmediato.

El documento WO 00/46355 desvela los elementos reguladores que promueven la transcripcion en células que
expresan la telomerasa transcriptasa inversa (TERT). Se describen virus oncoliticos, en los que se coloca bajo el
control del promotor TERT una toxina o un elemento genético esencial para la replicacion virica. Como resultado, el
virus se replica preferentemente en células que expresan TERT, y destruyen selectivamente las células cancerosas.

El documento WO 01/73093 desvela vectores adenoviricos capaces de replicarse que comprenden un primer y un
segundo gen cotranscritos que estan bajo el control transcripcional de un elemento regulador de la transcripcion
heterdlogo, especifico de una célula diana (TRE) El segundo gen esta bajo el control traduccional de un sitio interno
de entrada en el ribosoma. Los vectores producen la replicacion de virus especificos de células diana en
aplicaciones tales como terapia contra el cancer y terapia genética.

Hiyama y col, Neoplasia 3(1), 17-26, 2001 examinaron la expresion de hTERT a nivel celular en materiales clinicos
seccionados utilizando inmunohistoquimica, y luego compararon estos resultados con los mismos especimenes en
los que también se habian analizado los niveles de actividad de telomerasa.

Holt y Shay, J. Cellular Physiology 180:10-18, 1999, revisan el papel de la telomerasa en la proliferacion celular y el
cancer. Zhang y col, Cancer Res. 62(13), 3743-3750, 2002 informan de la identificacion del promotor humano
uroplakin Il y su utilizacion en la construcciéon de una variante de adenovirus especifico del urotelio CG8840 que
elimina tumores establecidos en la vejiga en combinacion con docetaxel. Kim y col, Cancer Letters 180(1), 23-32,
2002 describe los efectos antitumorales de un adenovirus recombinante YKL-1001 que se replica condicionalmente
en células cancerosas pequefas humanas vivas que producen alfa-fetoproteina.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 muestra un dibujo esquematico de la estructura de un virus oncolitico que se replica selectivamente en
células tumorales. Se ha insertado un casete de replicacion con consiste en el promotor hTERT, gen E1A,
secuencia IRES y gen E1B en la regién génica E1 de la que carecen los virus vectores que no tienen la
capacidad de replicarse.

La Fig. 2 muestra la comparacion de las actividades de la telomerasa en células cancerosas humanas y células
normales.

La Fig. 3 muestra la expresion de los ARNm E1A y E1B y las proteinas después de la infeccion con TRAD en las
células cancerosas humanas y en células normales.

La Fig. 4 muestra una replicacion intracelular del virus después de la infeccion con TRAD en células cancerosas
humanas y en células normales.

La Fig. 5 presenta las fotografias que muestran, tifendo con Coomasie azul brillante, la citotoxicidad producida
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por el TRAD en células cancerosas humanas y en células normales.

La Fig. 6 presenta fotografias de microscopia que muestran la citotoxicidad producida por TRAD en células
cancerosas humanas y en células normales.

La Fig. 7 presenta graficos que muestran por medio del ensayo XTT la citotoxicidad producida por el TRAD en
células cancerosas humanas y en células normales.

La Fig. 8 es un grafico que muestra el efecto antitumoral producido por la administracién intratumoral, local de un
vector adenovirico, sin capacidad de replicarse, que expresa el gen p53 en un experimento que utiliza ratones
desnudos y células H358 humanas de cancer de pulmon.

La Fig. 9 es un grafico que muestra el efecto antitumoral producido por la administracion intratumoral, local de
TRAD en un experimento utilizando ratones desnudos y células SW620 humanas de cancer de intestino grueso.

Divulgacion de la invencion

Los presentes inventores han descubierto por primera vez que, infectando células cancerosas con un virus que tiene
un promotor telomerasa y capacidad de replicacion, es posible permitir que el virus se replique en las células
cancerosas produciendo la muerte de las mismas. Asi, se ha conseguido la presente invencion.

En consecuencia, la presente invencion proporciona un polinucleétido que comprende un promotor hTERT, un gen
de adenovirus E1A, una secuencia IRES y un gen de adenovirus E1B en este orden, en el que el promotor hTERT
consiste en la secuencia de nucledtidos SEC ID N° 4, el gen de adenovirus E1A consiste en la secuencia de
nucledtidos SEC ID N° 1, la secuencia IRES consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID N° 3, y el gen de
adenovirus E1B consiste en la secuencia de nucledtidos SEC ID N° 2.

La invencion también proporciona:

- un adenovirus que comprende el polinucleétido de la invencién;

- una composicion farmacéutica que comprende el adenovirus de la invencién como principio activo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable;

- un adenovirus de la invencion para su uso en un procedimiento de tratamiento del cuerpo humano o animal como
terapia;

- un adenovirus de la invencién para su uso en un procedimiento para tratar un cancer que expresa hTERT;

- una composicién farmacéutica de la invencién para su uso en un procedimiento de tratamiento del cuerpo
humano o animal como terapia; y

- una composicién farmacéutica de la invenciéon para su uso en un procedimiento para tratar un cancer que
expresa hTERT.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se caracteriza por producir la muerte de las células cancerosas infectando las células
cancerosas con un virus que tiene un promotor de telomerasa y capacidad de replicacion y permitiendo al virus
crecer en las células cancerosas, basandose en el hallazgo de que una amplia variedad de células cancerosas
tienen actividad telomerasa.

El virus que se utiliza en la presente invencion es un adenovirus. Entre las especies de adenovirus, el adenovirus
tipo 5 es particularmente preferido desde el punto de vista, por ejemplo, de su facilidad de uso.

Los virus tienen genes tempranos (E) y genes tardios (T) implicados en su replicacion de ADN. El gen E1 codifica
una proteina implicada en la regulacion de la transcripcién del genoma virico. Se sabe que el gen E1 esta
compuesto de E1A, E1B y otros elementos. La proteina E1A codificada por el gen E1A activa la transcripcion de un
grupo de genes (E1B, E2, E4, etc.) necesarios para la produccion de virus infecciosos. La proteina E1B codificada
por el gen E1B ayuda a la acumulacion del ARNm del gen tardio (gen L) en el citoplasma de la célula huésped
infectada y de esta manera inhibe la sintesis proteica de la célula huésped. Por tanto, la proteina E1B promueve la
replicacion virica. Las secuencias del gen E1A y del gen E1B del adenovirus se muestran en la SEC ID N° 1 y la
SEC ID N° 2, respectivamente.

En la presente invencion, se utiliza un gen E1 que tiene un gen E1A de adenovirus, una secuencia IRES y un gen
E1B de adenovirus, en este orden (es decir, un gen E1 en el que se ha insertado una secuencia IRES entre el gen
E1A y el gen E1B). Con el uso de tal gen E1, la capacidad de replicacion del virus sera alta cuando se infecte una
célula huésped con el virus.

Siempre y cuando se pueda conseguir el objetivo de la invencién, al menos se puede insertar un nucleétido en al
menos un sitio que se selecciona de entre (a) entre la secuencia IRES y el gen E1A, (b) entre la secuencia IRES y el
gen E1B, (c) corriente arriba del gen E1A y (d) corriente abajo del gen E1B. Siempre y cuando se pueda conseguir el
objetivo de la invencion, al menos uno, preferentemente varios nucleétidos se pueden sustituir, eliminar, insertar o
afadir en el gen E1A, la secuencia IRES, el gen E1B o el gen E1.
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“Secuencia IRES” es una sefial de inicio de sintesis proteica especifica para picornavirus. Se cree que esta
secuencia sirve como sitio de unién al ribosoma porque contiene una secuencia complementaria a la secuencia del
extremo 3’ del ARN ribosémico 18S. Se sabe que el ARNm derivado de picornavirus se traduce por medio de esta
secuencia.

La eficacia de traduccién de la secuencia IRES es alta. Incluso desde el medio del ARNm, la sintesis proteica se
lleva a cabo en una estructura cap de manera no dependiente. Por lo tanto, en el virus de la presente invencion,
tanto el gen E1A como el gen E1B que se localizan corriente abajo de la secuencia IRES se traducen
independientemente por un promotor a partir de la telomerasa humana. La secuencia IRES se muestra en la SEC ID
N° 3.

En la presente invencion el gen E1 tiene un promotor de la telomerasa humana corriente arriba del mismo, debido a
tal promotor es capaz de promover la replicacion del virus de la invencion en células cancerosas que tienen actividad
telomerasa. El promotor es el promotor hTERT.

El hTERT es un gen que codifica la transcriptasa inversa de la telomerasa humana. Se han confirmado varias
secuencias de union al factor de transcripcion en una region de 1,4 kpb corriente arriba del extremo 5’ de este gen.
Esta region se cree que es el promotor hTERT. En particular, una secuencia de 181 pb localizada corriente arriba del
sitio de inicio de la traduccién es una regién core importante para la expresion del gen corriente abajo.

En la presente invencion se utiliza una secuencia que comprende esta regiéon core como el promotor para la
telomerasa humana. Se utiliza una secuencia corriente arriba de aproximadamente 378 pb que contiene la region
core completamente. Se ha confirmado que esta secuencia de aproximadamente 378 pb es equivalente en eficacia
de expresion génica a la region core de 181 pb sola. La secuencia del promotor hnTERT se muestra en la SEC ID N°
4.

Un gen que tiene el promotor de la telomerasa de la invencién y el gen E1 de la invencién (un gen que comprende el
gen E1A, la secuencia IRES y el gen E1B) se pueden obtener por técnicas convencionales de manipulacion
genética.

Se puede utilizar como gen E1, un gen E1 de un adenovirus conocido que tenga ese gen. De manera alternativa, el
gen E1Ay el gen E1B se pueden amplificar a partir de células que expresen el gen E1 (preferentemente, células 293
que expresen el gen E1 o similares) por medio de RT-PCR y/o ADN-PCR utilizando cebadores tales como E1A-S,
E1A-AS, E1B-S y E1B-AS. Si es necesario, se confirman sus secuencias utilizando un procedimiento convencional
como clonacion TA. Luego, los fragmentos de ADN E1A y E1B se pueden recortar utilizando una enzima de
restriccion conocida tal como EcoRl.

El E1A y E1B se pueden insertar en un vector conocido tal como pIRES por técnicas de manipulacion genética
convencionales para preparar de esa manera la secuencia E1A-IRES- E1B en el vector. Posteriormente, se puede
insertar la secuencia promotora hTERT que se cortdé con enzimas de restriccion tales como Miul y Bhlll en el sitio
Xhol o similar localizado corriente arriba de E1A.

Si es necesario, puede eliminarse un promotor de citomegalovirus (CMV) que esté contenido en un vector conocido
tal como pShuttle con enzimas de restriccion tales como Mfel y Nhel; luego, se puede insertar una secuencia
recortada del phTERT- E1A-IRES- E1B con las enzimas de restriccion Nhel y Notl en el sitio (el vector resultante se
denomina “pSh-hAIB”).

A partir del resultante pSh-hAIB, se puede recortar una secuencia que comprenda las porciones necesarias
(incluyendo el promotor hTERT, el gen E1A, la secuencia IRES y el gen E1B) con enzimas de restriccion tales como
I-Ceul y PI-Scel, y luego insertarse en un ADN virico tal como el ADN virico Adeno X, utilizando un kit comercial tal
como el Sistema de Expresion Adeno X (Clontech) (el ADN resultante se denomina “AdenoX-hAIB”).

La secuencia descrita anteriormente que comprende el promotor hTERT, el gen E1A, la secuencia IRES y el gen
E1B se puede insertar en cualquier sitio de un gen virico siempre y cuando le efecto de la presente invencion se
consiga. Por ejemplo, en adenovirus para terapia genética en los que se ha eliminado el gen E1, la secuencia
descrita anteriormente se prefiere que se inserte en el sitio de la eliminacion.

Es posible linealizar el AdenoX-hAIB con una enzima de restriccion conocida tal como Pacl y luego transfectarlo en
células cultivadas tales como las células 293, para preparar de esta manera un adenovirus infeccioso recombinante
(al virus resultante se le llama a veces “el virus de la presente invencién” o “TRAD”). El procedimiento de
transfeccién no esta particularmente limitado. Desde el punto de vista de la eficacia, pueden ser preferidos los
procedimientos tales como el procedimiento del fosfato calcico o la electroporacion.

El virus de la presente invenciéon obtenido de esa manera se puede replicar por procedimientos convencionales para
replicacion virica, por ejemplo, infectando con el virus células huésped tales como las células 293.
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El virus de la presente invencion se puede utilizar como un agente anticancer. El agente anticancer se puede utilizar
no solo para tratar canceres sino también para prevenir la recaida postoperatoria de los canceres, prevenir la
metastasis del cancer y/o para la profilaxis de los canceres.

Los tipos de canceres a los que se aplica el agente anticancer de la invencion no estan particularmente limitados. El
agente anticancer es aplicable a cualquier tipo de cancer. Por ejemplo, el agente anticancer es eficaz para canceres
de estdmago, intestino grueso, pulmoén, higado, prostata, pancreas, esdfago, vejiga, vesicula/conductos biliares,
mama, Utero, tiroides, ovario, etc., asi como a tumores cerebrales y osteosarcoma. Entre todos ellos, el agente
anticancer es especialmente eficaz para tumores soélidos.

El agente anticancer de la invencion se puede aplicar en los sitios enfermos tal cual. De manera alternativa, el
agente anticancer se puede introducir en seres humanos (células diana y 6rganos) por cualquier procedimiento
conocido, por ejemplo por inyeccion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutanea; por inhalacion a través
de la cavidad nasal, la cavidad oral o el pulmén; por administracién oral; por administracién en forma de supositorio;
y por administracion en forma de medicamento externo.

El virus de la invencion se puede tratar, por ejemplo, por un procedimiento de liofilizacién para facilitar el manejo y
luego se puede usar solo, o preparado en composiciones farmacéuticas mezclandolo con vehiculos conocidos
farmacéuticamente aceptables tales como excipientes, agentes de carga, aglutinantes, lubricantes; o aditivos
conocidos (incluyendo tales como tampones, agentes isotonicos, agentes quelantes, agentes colorantes,
conservantes, aromatizantes, agentes saborizantes y agentes edulcorantes).

El agente anticancer de la presente invencion se puede administrar por via oral o parenteral dependiendo de la
forma del agente, por ejemplo agentes para administracion oral tales como comprimidos, capsulas, polvos, granulos,
pildoras, liquidos, jarabes, etc. y agentes de administracion parenteral tales como inyecciones, medicamentos
externos, supositorios, gotas oftalmicas, etc. Preferentemente, se pueden enumerar la inyeccion local en el musculo
o en la cavidad abdominal, o la inyeccion intravenosa.

Los niveles de dosis se seleccionan apropiadamente dependiendo del tipo de principio activo, la via de
administracion, la diana de administracion, y la edad, el peso corporal, el sexo, los sintomas y otras afecciones del
paciente. Normalmente, los niveles de dosis se pueden seleccionar de forma que el virus de la invencion (el principio
activo) se administre a una dosis diaria de aproximadamente 10%-10"" UFP, preferentemente aproximadamente 10°-
10" UFP. Esta cantidad se puede administrar una vez al dia, o se puede dividir en varias partes y administrarse
varias veces al dia.

Cuando se administra el virus de la invencién, también es posible utilizar un inmunosupresor conocido o similar para
suprimir la inmunidad del cuerpo vivo para facilitar de esta manera la infeccién virica.

Ademas el virus de la invencién se puede utilizar en conjuncién con al menos un agente anticancer seleccionado de
entre el grupo que consiste en virus incapacitados para la replicacion (tales como los virus que comprenden el gen
p53) que se utilizan en la terapia genética convencional, agentes anticancer conocidos y radiacion.

El virus de la invencion que infecta el cuerpo vivo (células cancerosas o tejidos del cancer) es capaz de replicarse en
las células cancerosas y causar la muerte de esas células. Por medio de esta muerte celular, el virus de la invencion
puede tratar canceres, inhibir el crecimiento de las células tumorales, y prevenir la metastasis de las células
cancerosas.

Se cree que hay una posibilidad extremadamente baja de que el agente anticancer de la invencion produzca efectos
secundarios por las razones que se describen posteriormente. Por lo tanto, se puede decir del agente anticancer de
la invencion que es una preparacion segura.

(1) Hay muy poca actividad telomerasa en las células somaticas normales, y ademas es dificil que el adenovirus
por si mismo sea infeccioso para células en suspension tal como las células hematopoyéticas. Por lo tanto,
cuando se utiliza un adenovirus en la presente invencion, se obtiene alin mayor selectividad por los tipos de
tumor.

(2) Como el virus de la presente invencion tiene capacidad de replicacion, es posible utilizar este virus a una
concentracion menor que la de los virus incapacitados para replicarse convencionales que se utilizan en la
terapia genética convencional.

(3) Incluso cuando el virus de la invencidon se ha administrado en exceso, se produce una accién antivirica
funcional por medio de la reaccién inmunitaria ordinaria del cuerpo vivo.

Ejemplos

A partir de ahora, se proporcionaran ejemplos con el fin de ilustrar la presente invencién con mayor detalle. No es
necesario decir, que la presente invencion no se limita a estos ejemplos.
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Ejemplo 1
<Preparacion de TRAD>

Un gen E1A de 899 pb se amplifico a partir del ARN extraido de células 293 por RT-PCR utilizando los cebadores
especificos (E1A-S: SEC ID N° 5; E1A-AS: SEC ID N° 6). Un gen E1B de 1.823 pb se amplificé a partir de un ADN
extraido de células 293 por ADN-PCR utilizando los cebadores (E1B-S: SEC ID N° 7; E1B-AS: SEC ID N° 8).

Estos productos de la PCR se sometieron a clonacion TA (Kit de Clonacion TA de Promotor Doble; Invitrogen) para
confirmar de esa manera sus secuencias. Luego, los fragmentos de ADN de 899 pb (E1A) y de 1.823 pb (E1B),
respectivamente, se recortaron con la enzima de restriccion EcoRl.

Se insertaron el E1A y E1B en el sitio Mlul y en el sitio Sall, respectivamente, del vector pIRES (Clontech) en la
orientacion normal (E1A-IRES- E1B).

Una secuencia promotora hTERT de 455 pb que se habia recortado con las enzimas de restriccion Miul y Bglll se
insert6 en el sitio Xhol localizado corriente arriba del E1A de E1A-IRES- E1B (phTERT- E1A-IRES- E1B).

El promotor de citomegalovirus (CMV) que estaba contenido en el vector pShuttle se retird por tratamiento con las
enzimas de restriccion Mfel y Nhel. Luego, se insertd en ese sitio una secuencia de 3.828 pb que se habia recortado
del phTERT- E1A-IRES- E1B utilizando las enzimas de restriccion Nhel y Notl (pSh-hAIB).

Se recorté una secuencia de 4.381 pb del pSh-hAIB utilizando las enzimas de restriccion |-Ceul y P1-Scel, y se
insertd en el ADN virico Adeno X del Sistema de Expresion Adeno X (Clontech) (AdenoX-hAIB). Este AdenoX-hAIB
se trat6 con la enzima de restriccion Pacl para linealizacién y luego se transfectd en células 293 por el procedimiento
del fosfato calcico. Asi se prepararon adenovirus recombinantes infecciosos (TRAD). Un dibujo esquematico del
TRAD se muestra en la Fig. 1.

Ejemplo 2

<Comparacion de las actividades de Telomerasa en Células Cancerosas y Células Normales>

Se extrajo el ARN de los siguientes 10 tipos de células utilizando ARNzol (Cinna/Biotecx): células humanas de
cancer de pulmén (A549, H226Br y H1299); células humanas de cancer de intestino grueso (SW620, DLD-1 y
LoVo); células embrionarias humanas de rifion 293; células de endotelio vascular umbilical humanas HIVEC
inmortalizadas por la introduccion del gen SV40; y células humanas de fibroblastos normales (WI38 y NHLF). El
ARN resultante se sometid a transcripcion (RT)-PCR cuantitativa inversa en tiempo real utilizando el kit Light Cycler
ADN TeloTAGGG (Roche Molecular Biochemicals), y a continuacién se compararon los niveles de expresion en las
células respectivas. Los resultados se muestran en la Fig. 2.

Cuando se compararon los niveles de expresion tomando el nivel en las células A549 (que habian mostrado la
expresion mas alta) como 1,0, se observaron expresiones génicas de 0,18 a 1,00 en las células cancerosas (tales
como A549, H226Br, H1299, SW620, DLD-1, Lovo) y células 293, mientras que no se detectd expresion en células
inmortalizadas HUVEC y células normales (tales como WI38, NHLF).

Ejemplo 3

<Expresion de ARNm E1A y E1B y Proteinas después de la Infeccion con TRAD en Células Cancerosas Humanas y
Células Normales>

Se cultivaron in vitro células humanas del cancer de intestino grueso SW620 y las células fibroblastos normales
humanas WI38. Luego, cada célula se infecté con TRAD a concentraciones de MOI (multiplicidad de infeccién) 0,1y
1, y a continuacion se recuperd el ARN 36 horas después. Como control positivo, se utilizaron las células 293.

El ARN recuperado se transcribié inversamente utilizando el Kit GeneAmp RNA PCR Core. El ADN resultante se
amplificé durante 30 ciclos en el Ciclador Térmico del Sistema PCR GeneAmp 9700 (PE Applied Biosystems)
utilizando los cebadores para el gen E1A y el gen E1B. Los productos de la PCR se sometieron a electroforesis
sobre gel de agarosa al 1,2% y se tifieron con bromuro de etidio para visualizar de esta manera las bandas (los
paneles superiores de la Fig. 3A). Las intensidades de las bandas se midieron con un analizador de imagen, se
determinaron cuantitativamente utilizando GAPDH como control interno y luego se mostraron en graficos (el panel
inferior de la Fig. 3 A).

Se cultivaron in vitro células humanas SW620 de cancer de intestino grueso y células humanas normales WI38.
Luego, cada célula se infectd6 con TRAD a concentraciones de MOI de 0,1 y 1. Tras 48 horas, se recuperaron las
células adherentes y se hicieron reaccionar en una solucién de lisis durante 30 minutos, y a continuacion se
centrifugaron. Se midié la concentracion de proteinas en el sobrenadante resultante. En resumen, el sobrenadante
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se sometio a electroforesis con gel de poliacrilamida al 12% y se transfirié a una membrana. Luego, se llevo a cabo
un analisis de transferencia de Western con el anticuerpo anti adenovirus 5 E1A (PharMingen International). Los
resultados se muestran en la Fig. 3B.

Mientras que se observd claramente una expresion fuerte del gen E1A (502 pb) y del gen E1B (543 pb) como
resultado de la infeccién por TRAD en las células SW620 cancerigenas, solo se observé una expresion débil en
células normales WI38 (Fig. 3A). En las células de control positivo 293, se observd una expresion media de estos
genes.

Los resultados de la transferencia de Western revelaban que la expresién de la proteina E1A aumentaba en SW620
segun aumentaba la concentracion de TRAD desde un MOI de 0,1 a 1 (Fig. 3B). Por otra parte, la expresion de la
proteina E1A se detectd poco en WI38 incluso cuando el TRAD se utilizé a una MOI de 1.

Ejemplo 4

<Examen de la Replicacion Virica Intracelular tras la Infeccion con TRAD en Células Cancerosas Humanas y Células
Normales>

Se infectaron células cancerosas humanas (SW620 y H1299) y células humanas normales (WI38 y NHLF) con
TRAD a MOI de 1 durante 2 horas a 37 °C. Luego, se descargo el caldo de cultivo que contenia el TRAD. Después
de lavarse las células con un medio de cultivo recién preparado, se les afadi® mas medio de cultivo recién
preparado. Inmediatamente después (es decir, en el dia 0), se recuperaron las células con un rascador y se
sometieron a congelacion descongelacion repetidas. Luego, se suspendieron en 1 ml de un caldo de cultivo.
Ademas, los virus se recuperaron los dias 1, 2, 3, 5y 7 de la misma manera, y a continuacion se hizo la medicion del
titulo virico. Los resultados se muestran en la Fig. 4.

En las células normales WI38 y NHLF, el TRAD aumento desde 10? UFP el dia 1 a aproximadamente 10° UFP el dia
3 mostrando un creC|m|ento de 100 a 1.000 veces. Por otro Iado en Ias células cancerosas SW620 y H1299, el
TRAD aument6 a 10’-10® UFP mostrando un crecimiento de 10° a 10° veces. Por lo tanto, el crecimiento virico
especifico en células cancerosas queddé confirmado.

Ejemplo 5

<Actividad Citotdxica del TRAD en Células Cancerosas Humanas y Células Normales>

Se pusieron en placas cinco tlpos de células humanas cancerosas (SW620, H1299, A549, DLD-1 y H226Br) en
placas de 24 pocillos a 6-8 x 10* células/ pocnlo y se colocaron en placas de 24 pocillos dos tipos de células
humanas normales (WI38 y NHLF) a 2-4 x 10* células / pocillo. Después de 24 horas se infectaron con TRAD a unas
MOI de 0,01, 0,1, 1, 2 y 5. Noventa y seis horas después de la infeccion, se observaron cambios morfolégicos en las
células SW620, DLD-1 y NHLF por microscopia. Ademas se descargd todo el caldo de cultivo de todas las células.
Luego, las células viables se tifieron con azul brillante de Coomasie, y se tomaron imagenes macroscépicas con un
escaner.

Se colocaron en placas las SW620 y H1299 a 10* células / pocillo y se colocaron las NHLF a 5 x 10° células / pocillo,
respectivamente en placas de 96 pocillos. Las células se infectaron con TRAD a unas MOI de 0 (células no
infectadas), 0,01, 0,1 y 1. Luego, se midié el nimero de células viables por el ensayo XTT los dias 1, 2, 3, 5y 7. Se
determiné el recuento de células viables cada cuatro pocillos. Teniendo en cuenta las células no infectadas como
1.0, se representaron los recuentos de las otras células en graficos en medias +/- DS. Los resultados respectivos se
muestran en las Figs. 5,6y 7.

En las células cancerosas SW620, H1299, A549, DLD-1 y H226Br, los recuentos celulares disminuyen y las areas
tefiidas en azul se reducen de manera dependiente a la concentracién de TRAD. Por otro lado, en células normales
WI38 y NHFL, no se reconocidé ningun descenso remarcable en el nimero de células viables tefiidas con azul (Fig.
5).

En la observacion al microscopio, las células SW620 y DLD-1 que se despegaron del fondo de la placa, tenian una
forma redondeada y mostraban disminucion de la densidad celular; por otra parte, las células NHFL mostraron un
cambio morfolégico pequefio y no disminuy6 el recuento celular (Fig. 6).

En las células SW620 y H1299, se observo casi el 100% de muerte celular el dia 3 como resultado de la infeccion
por TRAD a MOI 1. Se reconocié un descenso de mas del 80% en el recuento celular incluso a MOI 0,1. Por otra
parte, las NHFL casi no mostraron descenso del recuento celular incluso el dia 3. Aunque NHFL mostro
aproximadamente un 60% de disminucion en el recuento celular el dia 7 cuando se utilizé TRAD a MOI 1, lo que
indicaba que no habia influencia virica a una MOI de 0,01 (Fig. 7).
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Ejemplo 6

<Examen de la Actividad Antitumoral de TRAD en Modelos Animales>

Se trasplantaron células humanas H358 de cancer de pulmoén subcutaneamente en el dorso de ratones desnudos de
5-6 semanas de edad a 5 x 10° células/ratén. Cuando el tumor alcanzé un diametro aproximado de 5-6 mm, se
inyect6 intratumoral y localmente un vector adenowrus incapacitado para replicarse (Ad-p53) durante dos dias
consecutivos a 1 x 10® UFP, 3 x 108 UFP y 1 x 10° UFP por dia. Luego, se midieron a intervalos regulares dos ejes
que cruzaban en angulo recto cada tumor. Se calculd el peso estimado del tumor por la siguiente formula: (eje
mayor) x (eje menor)” / 2. Como control, se utilizé un vector dI312 incapaz de replicarse que no contenia ningin gen
insertado.

Se trasplantaron células humanas SW620 de cancer de intestino grueso subcutaneamente en el dorso de ratones
desnudos de 5-6 semanas de edad a 5 x 10° celulas/raton Cuando el tumor alcanzo un diametro aproximado de 5-6
mm, se inyectaron intratumoral y localmente, 2 x 10’ UFP de d131/dia y 4 x 10° UFP de TRAD/dia durante tres dias
consecutivos. Se midieron los ejes de cada tumor de la misma manera que se describi6 anteriormente, y a
continuacion se calcul6 el peso estimado del tumor. Los resultados se muestran en las Fig. 8 y 9 (el término
“Simulado” que aparece en estas Figuras representa el control al que se administré6 PBS (solucién salina de fosfato
tamponada)).

La administracion de Ad-p53 a 3 x 10® UFP y1Xx 10° UFP |nh|b|o el crecimiento del tumor H358 significativamente
(p< 0,05). Sin embargo la administracién de Ad-p53 a 1 x 10° UFP no reveld una inhibicién significativa del
crecimiento (Fig. 8). La administracién de dI312 (control) indicé que no tenia influencia en el crecimiento tumoral.
La administracién intratumoral de TRAD a 4 x 10° UFP que es extremadamente mas baja que la concentracion de
Ad-p53 que mostraba efecto antitumoral, inhibi6é el crecimiento del tumor SW620 significativamente (p< 0,05). La
administracion de dI312 (control) indicd que no tenia influencia sobre el crecimiento tumoral.
De todo lo que se ha descrito anteriormente, se comprende que el virus de la presente invencion crece eficazmente
en las células cancerosas y produce su muerte. Ademas, como el virus de la invencion tiene la capacidad de crecer,
es capaz de manifestar un efecto anticancer potente incluso a bajas concentraciones. Por lo tanto, es posible reducir
los efectos secundarios administrando el virus a una concentracion baja.
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> KANSAI Technology Licensing Organization, Toshiyoshi FUJIWARA, Noriaki TANAKA, Satoru KYO0
<120> Oncdlisis con virus competente de replicacion especifica tumoral

<130> P03-75

<150> JP2002-198941
<151> 08-07-2002

<160> 8

<170> PatentIn Ver. 2.1
<210>1

<211> 899

<212> ADN

<213> célula 293

<400> 1
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acaccgggac tgaaaatgag acataftatc tgccacggag glgttatiac ceaagaaalyg 60
geegecagic ttitggacca getgatcgaa gaggtacigg cigataatet tecacctect 120
agccattiteg aaccacctac ccitcacgaa cigtalgati tagacglgac ggeccecgaa 180
gatcccaacg aggaggeegt ttﬁgcagat[ tticccgact cigtaatgtt gegcggigcag 240
gaagggalig acliactcac titiccgeeg gegcccggtt cicecggagee geeicacett 300
tcccggeage ccgageagee ggageagaga geeiiggeic cggtttctat geecaaacctt 360
gtaccggagg fgategatct facctgecac gaggcigget ttecacccag tgacgacgag 429
gatgaagage glgaggagit tgtettagat talgigmage accecggeca cggligeagg 430
teitgtcatt alcaccggag gaatacgggg gacccagata itaigigitic getitgetiat 540
atgaggacct glgacatgit tegtctacagt cctgigictg aaccigagee tgageccgag 600
ccagaaccgg ageclgeaag acclacecge cglectaaaa tggegecige tatccigaga 660
cgeecgacatl cacciglgtc lagagaatge aatagitagia cggalagetg tgactecgst 720
ccitctaaca caccicciga gatacacceg giggiceege tgtgccccal taaaccagtt 780
geegigagag (tggigeecg tegecagget glggaatgta icgaggactt geitaacgag 840
cctgggeaac ctiiggacti gagelgtaaa cgecccagge cataaggigl aaaccigle 899
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<211> 1823

<212> ADN

<213> célula 293

<400> 2
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cagaaltaag
gttigatict
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taaatggage
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tactggcige
cttaggceag
attictgega:
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faatgaccag
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acgggeccega
atatgtggce

geeccaatit

ggaggtitct gtgegactea
agtgggaatt igaagagcit
gicaccagge gcititccaa
gegetgegge tgetgtiget
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gacacaagaa tegecigela

aacttgctss
fcccaggeaa
tigaaatcct
gagaagglca
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cgagagcegg cclggacect
actgagacge atiftgacaa
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11

celtatecta cacggigtaa geticlaigg gtttaacaat accigigteg aagectggac 1140
cgatgtaagg gitcaggget glgecitita ctgelgelgg aaggeggtiee tgtglcgece 1200
caaaagcagé gettcaatta agaaalgcct citigaaagg tgtacctigg glatcciglc 1260
tgageglaac tccagggige gecacaatgt ggeetcegac tgitggitget tcatgctagt 1320
gaaaagegig geiglgatta ageataacat ggtatglegge aactigegagg acagegecic 1380
tcagatgetg acctgetegg acggeaacig tcaccigeig aagaccatic acglagecag 1440
ccactctege aaggeetgge cagtgitiga geataacata cilgacceget gitecttgea 1500
titgegtaac aggaggegeg tgticciace ttaccaatge aaltigagic acactaagat 1560
attgettgag ceegagagea 1giecaaget gaaccigaac geegigitig acatgaccat 1620
gaagatclgg aaggtgciga gglacgatga gacccgeace aggigeagac ccigegagty 1680
tggcggtaaa catatiagga accagectgt gatgetggatl gigaccgagg ageigagegce 1740
cgatcactig gtgctggeet geaccegege tgagiitgge tctagegatg aagatacaga 1800
ttgaggtact gaaatgiglg gac 1823
<210> 3
<211> 605
<212> ADN
<213> célula 293
Zoo>3
tgcatciagg geggecaatt cegeeccict ceeiceccece cocctaacgt taciggecga 60
agecgetige aataaggecg gtgtgeettt gtctatatgt gatiticcac catatigecg 120
tciitigagea algtgaggee ccggaaacet ggecctgict tciigacgag caticciagg 180
gglcittcee cictcgecaa aggaatgeaa gglcigtiga aigtegigaa ggaagcagtt 240
ccteiggaag citcitgaag acaaacaacg tcigtagega cccittgeag grageggaac 300
cceceacetg gegacagglg celctgegee caaaagecac gigtataaga tacaccigea 360
aaggcggcac aaccccagig ccacgtigig agtiggatag tigtggaaag agtcaaalgg 420
cictectcaa geglaticaa caaggegctg aaggatgece agaaggtace ccattgiatlg 480
ggatcigatc tggegecicg glgcacatge titacatgtg titagicgag gitaaaaaaa 540
cgteclaggee ccccgaacca cggggacgig gtiticciit gaaaaacacg aigataagel 600
tgcea 605
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido que comprende el promotor hTERT, un gen de adenovirus E1A, una secuencia IRES y un gen
de adenovirus E1B en este orden, donde el promotor hTERT consiste en la secuencia SEC ID N° 4, el gen de
adenovirus E1A consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID N° 1, la secuencia IRES consiste en la secuencia
de nucledtidos SEC ID N° 3, y el gen de adenovirus E1B consiste en la secuencia de nucleétidos SEC ID N° 2.

2. Un adenovirus que comprende el polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Una composicién farmacéutica que comprende el adenovirus de acuerdo con la reivindicacion 2 como principio
activo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

4. Un adenovirus como se definié en la reivindicacién 2 para su uso en un procedimiento de tratamiento del cuerpo
humano o animal como terapia.

5. Un adenovirus como se definié en la reivindicacion 2 para su uso en el tratamiento de un cancer que expresa
hTERT.

6. Un adenovirus para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, donde el cancer que expresa hTERT es al menos
un cancer seleccionado de entre el grupo que consiste en cancer de estdbmago, intestino grueso, cancer de pulmon,
cancer de higado, cancer de prostata, cancer de pancreas, cancer de esofago, cancer de vejiga, cancer de vesicula/
conductos biliares, cancer de mama, cancer uterino, cancer de tiroides y cancer ovarico.

7. El adenovirus para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 5, donde el cancer que expresa hTERT es al menos
uno que se selecciona de entre el grupo que consiste en osteosarcoma y tumor cerebral.

8. Una composicion farmacéutica como se define en la reivindicacion 3 para su uso en un procedimiento de
tratamiento del cuerpo humano o animal como terapia.

9. Una composicion farmacéutica como se define en la reivindicaciéon 3 para su uso en el tratamiento de un cancer
que expresa hTERT.

10. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, donde el cancer que expresa
hTERT es al menos un cancer seleccionado de entre el grupo que consiste en cancer de estdbmago, intestino
grueso, cancer de pulmon, cancer de higado, cancer de prostata, cancer de pancreas, cancer de eséfago, cancer de
vejiga, cancer de vesicula/ conductos biliares, cancer de mama, cancer uterino, cancer de tiroides y cancer ovarico.

11. La composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, donde el cancer que expresa
hTERT es al menos uno que se selecciona de entre el grupo que consiste en osteosarcoma y tumor cerebral.

13
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Fig. 3
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Fig. 6
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