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DESCRIPCION
Uso de parvovirus para eliminar células madre cancerigenas (CSC)

La presente invencion se refiere al uso de un parvovirus, preferiblemente H-1PV para la eliminacién terapéutica de
células madre cancerigenas (CSC), preferiblemente células madre de neuroblastoma o glioblastoma.

En nifios, los tumores que se originan a partir del sistema nervioso son los tumores sélidos mas frecuentes. Entre
ellos, el neuroblastoma es el tumor sélido extracraneal mas frecuente. Se deriva de células progenitoras del sistema
nervioso simpatico dando como resultado tumores sumamente malignos a lo largo de la cadena simpatica. El
neuroblastoma de alto riesgo se caracteriza frecuentemente por una amplificaciéon del oncogén MYCN vy la
sobreexpresion consecutiva de la proteina N-myc. A pesar de la introduccion de conceptos de tratamiento
multimodal que incluyen cirugia, tratamiento radiofarmacéutico mediante metayodobencilguanidina, quimioterapia de
alta dosis con rescate con células madre autélogas, irradiacion local y terapia de mantenimiento con acido retinoico,
los pacientes con neuroblastoma de alto riesgo tienen un desenlace extremadamente malo con tasas de
supervivencia a largo plazo de aproximadamente el 30%. Estos tumores siguen siendo un reto terapéutico y los
nifos supervivientes padecen toxicidades tras dosis Unica y a largo plazo relacionadas con el tratamiento.

Los glioblastomas humanos malignos representan el mayor nimero de tumores cerebrales malignos humanos. Los
enfoques convencionales para el tratamiento de gliomas incluyen técnicas neuroquirdrgicas (procedimientos de
reseccion o estereotacticos), radioterapia y quimioterapia. La radioterapia (RT) de gliomas malignos aumenta la
supervivencia de los pacientes en varios meses pero, como otras terapias convencionales, no puede prevenir la
recurrencia tumoral. Sin embargo, a pesar de estas terapias, los glioblastomas se consideran incurables, puesto que
el tratamiento con radiacion ionizante, la quimioterapia y/o la reseccion quirtrgica sélo logran una prolongacion muy
limitada de la duracién de vida de los pacientes. Normalmente, la duracion de vida promedio tras el diagnoéstico es
del orden de aproximadamente 12 a 16 meses. Por tanto, se requieren urgentemente modalidades de tratamiento
novedosas, en particular para neuroblastoma y glioblastoma. Los documentos WO 2009/083232, US 2004/220124 y
Di Piazza Matteo et al, Journal of Virology, Vol. 81, N.° 8, abril de 2007, pags. 4186-4198 dan a conocer cada uno el
tratamiento de tumores cerebrales tales como glioblastoma con un parvovirus tal como parvovirus H1 o un
parvovirus de roedor relacionado. Por tanto, el objeto de la presente invenciéon es proporcionar medios para la
terapia eficaz de tumores, preferiblemente neuroblastoma o glioblastoma, que superen las desventajas de las
terapias actuales.

Segun la invencion, esto se logra mediante el contenido definido en las reivindicaciones. Se encontro
sorprendentemente que pueden usarse satisfactoriamente parvovirus para la terapia eficaz mediante la destruccion
de células madre cancerigenas.

Los virus oncoliticos son una clase novedosa prometedora de agentes bioldgicos especificos para células
cancerigenas, que infectan y destruyen células transformadas a la vez que respetan los tejidos normales. Ademas
del efecto oncolitico observado tanto in vitro como in vivo, estos virus también proporcionan sefiales
inmunoestimuladoras que inducen la eliminacién de células tumorales infectadas por virus. De ese modo, los
sistemas inmunitarios innato y adaptativo obtienen el acceso a antigenos tumorales, | | lo que da como resultado
efectos de sensibilizacion cruzada y vacunacion. En modelos de neuroblastoma, se ha aplicado una variedad de
virus oncoliticos modificados mediante ingenieria genética incluyendo virus de la enfermedad de Newcastle,
poliovirus atenuado y virus del herpes simple 1 y 2 oncoliticos.

Se mostrd que algunos parvovirus de roedor auténomos destruian preferentemente lineas celulares humanas y de
roedores derivadas de tumores y transformadas in vifro, mientras que no se observé ninguna accioén citocida en
células no transformadas. En particular, se encontré6 que H-1PV se replica y ejerce efectos citopaticos en una
variedad de células transformadas o derivadas de tumores, mientras que las células no transformadas permanecian
sin afectar in vitro e in vivo. Los efectos oncoliticos de H-1PV observados se han atribuido a diferentes programas de
muerte celular, incluyendo apoptosis, necrosis de las células infectadas o permeabilizacion de membrana
lisosémica, que produce la liberacién de catepsinas desde la luz lisosémica al citoplasma. El mecanismo individual
mediante la induccion de muerte celular en diferentes tumores malignos parece depender principalmente del
contexto celular individual.

H-1PV es un parvovirus sin envuelta pequefio (de 20-25 nm) que contiene un genoma de ADN monocatenario lineal
de aproximadamente 5 kb. Su replicacion en el nicleo depende estrictamente de factores asociados con la fase S y
que se complete el ciclo infeccioso litico depende enormemente de factores celulares que se expresan como
consecuencia de procesos de proliferacion y diferenciacion. La proteina no estructural NS1 desempefia un papel
esencial en el inicio de la replicacion parvoviral y en la induccion de su citotoxicidad. Los parvovirus no puede inducir
que células quiescentes entren en la fase S, y la infeccion sigue siendo criptica hasta que las células huésped entran
en la replicacion de ADN por si mismas. Esta dependencia de la replicacion de las células huésped representa, en
parte, la especificidad tisular, oncotropismo y actividad oncolitica de parvovirus de roedores auténomos.

Las ratas son el huésped natural de H-1PV, pero podrian infectarse de manera experimental otros roedores tales
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como hamster y Mastomys. Ocasionalmente, se han notificado la infecciéon y seroconversion de seres humanos. H-
1PV parece ser no téxico en seres humanos, incluso cuando se aplica de manera sistémica. Se han estudiado los
efectos oncoliticos de H-1PV in vitro e in vivo sobre una variedad de entidades humanas tales como lineas celulares
de linfoma, cancer de pancreas, glioblastoma, hepatoma y cancer de mama. Sin embargo, el efecto oncolitico de H-
1PV sobre tumores pediatricos no se habia estudiado hasta la fecha.

En los estudios que dieron como resultado la presente invencién, se realizd una evaluacién preclinica in vitro de la
aplicacion de H-1PV oncolitico para el tratamiento de células de neuroblastoma. Se analizaron la eficacia de
infeccion, replicacion viral y actividad litica de H-1PV en once lineas celulares de neuroblastoma con diferente
estado de MYCN. Se confirmé la oncoselectividad del virus mediante la infeccién de cultivos a corto plazo de células
de lactante no malignas de diferente origen. El cultivo mezclado de células de la glia, células neuronales, astrocitos
en cultivos a corto plazo no reveld ningun efecto de H-1PV sobre la viabilidad o la morfologia de las células. En
cambio, se indujo una infeccidn litica en todas las lineas celulares de neuroblastoma examinadas a MOI de entre
0,001 y 1 ufp/célula. H-1PV se replico de manera activa con titulos virales que aumentaron hasta 10.000 veces en el
plazo de 48 a 96 horas tras infeccién. Se observo el efecto litico de H-1PV independientemente del estado de
diferenciacion o amplificacion del oncogén MYCN. Ademas, la expresion de proteinas virales en una linea celular de
neuroblastoma con MYCN amplificado se correlacioné con la regulacién por disminucion de la expresion de N-myc.
La eficacia de infeccion, la rapida replicacion viral y los efectos liticos exhaustivos sobre células de neuroblastoma
junto con la baja toxicidad de H-1PV para células no transformadas, convierte a este parvovirus en un candidato
prometedor para la viroterapia oncolitica de neuroblastoma.

En resumen, los experimentos que dieron como resultado la presente invencién muestran que la infeccién de células
madre cancerigenas, por ejemplo, células madre de neuroblastoma, con parvovirus representa una terapia nueva y
sumamente eficaz sélo con efectos secundarios muy bajos. Esta clase de terapia es incluso eficaz con respecto a
CSC que son resistentes a quimioterapia y radioterapia.

Por tanto, la presente invencién proporciona un parvovirus, preferiblemente un parvovirus de roedor para su uso en
un método para destruir terapéuticamente células madre cancerigenas (CSC).

El término “células madre cancerigenas (CSC)” tal como se usa en el presente documento se refiere a células
cancerigenas (que se encuentran dentro de tumores o canceres hematoldgicos) que presenta caracteristicas
asociadas con células madre normales, especificamente la capacidad para dar lugar a todos los tipos celulares que
se encuentran en una muestra cancerosa particular. Las CSC son por tanto tumorigénicas (formadoras de tumor), en
numeros celulares mucho menores que los cultivos celulares usados cominmente que se hacen crecer en medio
que contiene FCS. Las CSC pueden generar tumores a través de los procesos de células madre de autorrenovacion
y diferenciacion en multiples tipos celulares. En la bibliografia mas reciente, el término inicial “células madre
cancerigenas” se ha sustituido por los términos “células tumorales con propiedades de células madre” o “células
iniciadoras de tumor”. Por tanto, los términos “células tumorales con propiedades de células madre” o “células
iniciadoras de tumor” son esencialmente sinénimos al término “células madre cancerigenas”.

Esta subfraccion de células malignas dentro de un tumor se caracteriza por la expresion de marcadores de células
madre, tales como CD133, nestina y SOX2 para células iniciadoras de tumor de origen neuroectodérmico tales como
glioblastoma o neuroblastoma. Para varias enfermedades malignas, entre ellas glioblastoma, se ha mostrado in vitro
e in vivo que el tratamiento con farmacos citostaticos convencionales aumenta el nimero de células dentro de esta
fraccion. Por tanto, se ha planteado la hipotesis de que estas células madre tumorales producen recidiva y
metastasis al dar lugar a nuevos tumores. Por tanto, la terapia de la presente invencion dirigida a las CSC mejora la
supervivencia y la calidad de vida de pacientes con cancer, especialmente para nifios y para pacientes con
enfermedad metastatica.

El término “destruir terapéuticamente células madre cancerigenas” significa que las CSC se destruyen por la
actividad oncolitica y citotoxida del parvovirus de modo que la proporcion de CSC dentro de un tumor disminuye con
el tratamiento.

El término “parvovirus” tal como se usa en el presente documento comprende derivados de tipo natural o
recombinantes de los mismos o vectores basados en tales virus o derivados. Los parvovirus adecuados, derivados
etc. que son Utiles para terapia génica los conoce el experto en la técnica.

En una realizacion preferida del uso de la presente invencion, las CSC son (a) células madre cancerigenas
resistentes a quimioterapia o radioterapia, o (b) células madre cancerigenas que producen potencialmente recidiva.

En una realizacion adicional preferida del uso de la presente invencion, dichas células madre cancerigenas son
células madre de neuroblastoma o células madre de glioblastoma, que representan un modelo para células madre
cancerigenas de origen neuroectodérmico.

En una realizacion adicional preferida, el parvovirus es un parvovirus de roedor, preferiblemente H1, o un parvovirus
de roedor relacionado tal como Lulll, virus minusculo de ratén (MMV), parvovirus de raton (MPV), virus mindsculo de
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rata (RMV), parvovirus de rata (RPV) o virus de rata (RV).

Para la administracién, estos parvovirus etc. se combinan preferiblemente con portadores farmacéuticos adecuados.
Se conocen bien en la técnica ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados e incluyen disoluciones de solucion
salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua, diversos tipos de agentes
humectantes, disoluciones estériles, etc. Ademas, en un modelo de hepatoma de rata metastasica, H-1PV pudo
mostrar que actuaba como vacuna terapéutica cuando se administraba en células tumorales autélogas que sirven
como portadores (Raykov et al., 2007). Tales portadores pueden formularse mediante métodos convencionales y
pueden administrarse al sujeto a una dosis adecuada. La administraciéon de las composiciones adecuadas puede
efectuarse de diferentes maneras, por ejemplo mediante administraciéon intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
intramuscular, tépica o intradérmica. Si se usan particulas virales infecciosas que tienen la capacidad para penetrar
a través de la barrera hematoencefalica, el tratamiento podria realizarse o al menos iniciarse mediante inyeccion
intravenosa de, por ejemplo, virus H-1. Sin embargo, el tratamiento intravenoso a largo plazo podria resultar ineficaz
por la formacién de anticuerpos neutralizantes contra el virus H1. Por tanto, podrian ser preferibles diferentes modos
de aplicacion viral intracraneal o intratumoral. Ademas, tras la colocaciéon de un catéter de silicio conectado a un
pequefio depdsito subcutaneo (depdsito de Rickham) durante la extirpacion del tumor o mediante un procedimiento
independiente, puede inyectarse parvovirus de manera local en diversos momentos sin cirugia adicional. El
parvovirus o vectores derivados también pueden inyectarse en las CSC con cirugia estereotactica o mediante
direccionamiento con neuronavegacion. También son posibles combinaciones de los métodos de aplicacion
mencionados anteriormente.

El régimen de dosificacion se determinara por el médico encargado y otros factores clinicos. Tal como se conoce
bien en las técnicas médicas, las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos factores,
incluyendo la talla, el area superficial corporal, la edad, el sexo del paciente, el virus, célula etc. particular que vaya a
administrarse, el momento y la via de administracion, la salud general y otros farmacos o terapias que estén
aplicandose de manera concurrente.

Leyendas de las figuras

Figura 1:

(A) NB124, 72 h tras la infeccion con H-1EGFP, MOI 1.

(B) NCH 421, 36 h tras la infeccion con H-1EGFP, MOI 50.

(C) Kelly, 48 h tras la infeccién con H-1EGFP, MOI 1.

(D) IMR-32, 48 h tras la infeccion con H-1EGFP, MOI 1.

Figura 2:

(A) Inmunotransferencia de tipo Western de NS1 de células progenitoras de neuroblastoma NB 124.

(B) Inmunotransferencia de tipo Western de NS1 de tres células de glioblastoma con propiedades de células madre.

Figura 3: Infeccién de células iniciadoras de neuroblastoma y células de glioblastoma con propiedades de células
madre con wtH-1PV. Véase el ejemplo 4 para mas detalles.

Figura 4:

(A) Citomorfologia de NB 124, tres semanas tras la infeccién con wtH-1PV.
(B) Citomorfologia de NCH 421, tres semanas tras la infeccion con wtH-1PV.

Figura 5: La infeccion con H-1PV reduce significativamente la viabilidad celular en células iniciadoras de
neuroblastoma y glioblastoma con propiedades de células madre en el plazo de 15 dias tras la infeccién

panel izquierdo: NB 124 mediante MTT el dia 15 tras la infeccién con H-1PV.
panel derecho: NCH 421 mediante MTT el dia 15 tras la infeccién con H-1PV.
Figura 6: H-1PV induce efectos citostaticos sobre células iniciadoras de neuroblastoma y sobre tres lineas celulares

de glioblastoma con propiedades de células madre de manera dependiente de la dosis. Véase el ejemplo 7 para
mas detalles).

Los siguientes ejemplos explican la invenciéon en mas detalle.
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Ejemplo 1
Materiales y Métodos

(A) Cultivo celular

Se obtuvo el cultivo de neuroesferas de neuroblastoma humano NB124 del Dr. Hedwig E. Deubzer (Unidad de
Cooperacion Clinica, Oncologia Pediatrica, Centro Aleman de Investigacion del Cancer). Las lineas celulares de
glioma humano con propiedades de células madre NCH 421, NCH 441, NCH 620 y NCH 644 se obtuvieron del PD
Dr. Christel Herold-Mende del Departamento de Neurocirugia (Campos et al., 2010). Medio basico (para células
madre): DMEM (Sigma Aldrich, Munich), penicilina-estreptomicina al 1%, L-glutamina al 1%. Medio para células
madre: medio basico, complemento de BIT 100 al 20% (provitro GmbH, Berlin), bFGF al 0,02% (RELIA Tech GmbH,
Wolfenbittel), EGF al 0,02% (RELIA Tech GmbH). Medio de bloqueo de tripsina: DMEM (Sigma Aldrich, Mdnich),
suero bovino fetal inactivado por calor al 10%, penicilina-estreptomicina al 1%. Se hicieron crecer células con
propiedades de células madre como cultivos de neuroesferas tal como se publicd previamente y se cultivaron a
37°C, el 5% de CO; en el medio de crecimiento respectivo (Wan et al., 2010).

(B) Produccién e infeccién viral

Se produjo H-1PV de tipo natural mediante la infeccion de células de rifidn embrionario humano NBK-324K, y se
purificaron mediante filtracion (diametro maximo de las particulas de 0,2 um) y centrifugacién en gradiente de
jodixanol. La contaminacion de las disoluciones madre virales con endotoxinas era < 2,5 UE/ml. Se infectaron las
células con H-1PV como suspensiones monocelulares tras tratamiento con tripsina en su medio de crecimiento
respectivo a 37°C.

(C) Deteccién de particulas infecciosas de H-1PV

Se determinaron los titulos virales taI como se describio previamente (Angelova et al., 2009). Brevemente, se
sembraron células NB-324K (7,6 x 10° células/pocillo) en placas de 96 pocillos 24 h antes del ensayo. Se infectaron
las células mediante diluciones en serie de 10 veces del sobrenadante de los cultivos de neuroesferas infectados
previamente y se incubaron durante 72 h a 37°C, el 5% de CO..

Tras lisis alcalina (NaOH 0,75 M), se transflrlo eI ADN a una membrana de nailon, se reticuld y se hibridé con una
sonda especifica de NS-1 radiomarcada con P32, Se expusieron las inmunotransferencias a pelicula de rayos X para
autorradiografia. Siempre se realizaron por dupllcado los experimentos de titulaciéon. Se aplicé el virus a
multiplicidades de infeccion (MOI, expresadas en unidades formadoras de placas por célula; ufp) tal como se indica
en el texto.

(D) Extraccion de ADN viral y PCR cuantitativa en tiempo real

Se recogio el sobrenadante de los cultivos celulares de neuroesferas infectados en diferentes puntos de tiempo tras
la infeccién. Se sometioé el sobrenadante a lisis alcalina en NaOH 1 M en tampén TE durante 30 min a 56°C. Tras la
neutralizacion con una concentracion equimolar de HCI, se diluyeron las muestras 1:100 con agua estéril y se
analizaron directamente. Se llevd a cabo la cuantificacion de ADN viral mediante qPCR en tiempo real con una
sonda TagMan™ especifica de NS1 (Applied Biosystems de Life Technologies, Carlsbad (CA), EE.UU.), usando un
ciclador térmico ABI Prism 7700 (Applied Biosystems de Life Technologies, Carlsbad (CA), EE.UU.) y se analizé por
medio de software SDS 2.1 (Applied Biosystems de Life Technologies, Carlsbad (CA), EE.UU.) tal como se describe
en otra parte (Abschuetz ef al., 2006). Brevemente, se amplificé un fragmento de ADN de 141 nt dentro del gen NS1
de H-1PV, y se detectdé usando la sonda: 5'-6- FAM-ATGCAGCCAG-ACAGTTA-Q MGB 3'. Se usé un plasmido que
contenia la secuencia de NS1 en diluciones en serie en el intervalo de 10'-10° copias/reaccion, para normalizar la
gPCR. Las mezclas de reaccion individuales (20 pl) consistian en 1 x TagMan Universal PCR Master Mix™ (Applied
Biosystems), sonda NS1-TagMan™ marcada 0,3 uM, 0,3 uM de cada cebador y 3 ul de molde. Las condiciones de
PCR fueron 2 minutos a 50°C (destruccion de molde contaminante por AmpErase™), luego 10 minutos a 95°C,
seguido por 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 15 segundos e hibridacién/extension a 60°C durante 60 s.

(E) Microscopia

Se generaron imagenes con contraste de fases usando un microscopio de contraste de fases invertido (Olympus;
modelo CKX41) usando el software Cell B (Olympus Europa GmbH, Hamburgo, Alemania). Se obtuvieron otras
imagenes con contraste de fases usando una camara Leica DFC350 FX™ (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania)
y el software Leica FireCam™ para Macintosh.

(F) Evaluacién de la viabilidad v lisis celular

Se sometid a prueba la proliferacion de células de neuroblastoma con el ensayo con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) tal como recomienda el fabricante (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Se
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cultivaron células (2.500 células por pocillo) en placas de 96 pocillos y se infectaron a las MOI indicadas en las
figuras. Tras 15 dias, se lavaron las células en PBS y se incubaron con disolucion de MTT 0,5 pg/ml durante hasta 2
horas. Tras desechar el sobrenadante y secar las células, se afiadieron 100 ul de isopropanol por pocillo. Se
determinaron fotométricamente los valores de extincién a 570 nm (Multiscan Plus™, Titertek Instruments Inc.,
Huntsville, AL, EE.UU.).

Se determind la lisis celular midiendo la liberacion de lactato deshidrogenasa en el medio de cultivo mediante el uso
del kit de ensayo Cytotox 96 cytotoxicity assay kit™ (Promega Corporation, Madison WI, EE.UU.)) segun las
instrucciones del fabricante.

Ejemplo 2

Las células progenitoras de neuroblastoma y glioblastoma con propiedades de células madre son susceptibles a la
infeccion con H-1PV

Para determinar si H-1PV podia infectar células progenitoras de neuroblastoma, se sometieron células NB124 a una
unidad de replicacion por célula de virus H-1 deficiente en la replicacion, recombinante (H-1EGFP) que expresa
GFP. Se infectaron neuroesferas de glioblastoma NCH 421 con MOI 50 de H-1EGFP. Las lineas celulares de
neuroblastoma con MYCN amplificado Kelly e IMR-32 las proporcioné amablemente el Prof. Dr. Olaf Witt, CCU
Oncologia Pediatrica, Centro Aleman para la Investigacion del Cancer, Heidelberg y sirvieron como controles
positivos. La microscopia de inmunofluorescencia revelé que podia detectarse la expresién de GFP tanto en lineas
celulares de neuroblastoma como en el cultivo de neuroesferas de NB124 y tras la infeccion con H-1EGFP,
indicando la infeccién satisfactoria de células de neuroblastoma y la expresion génica dirigida por el promotor viral
en las células progenitoras de neuroblastoma infectadas (figura 1, panel izquierdo, microscopia de contraste de
fases, panel central fusién, panel derecho, microscopia de fluorescencia).

Ejemplo 3

La expresion de la proteina de H-1PV persiste en células progenitoras de neuroblastoma y células madre de glioma
de grado alto hasta 15 dias

Para demostrar que las proteinas de wtH-1PV se expresaban en células progenitoras de neuroblastoma y de glioma
de grado alto infectadas, se realiz6 el analisis de inmunostransferencia de tipo Western de proteinas NS1 y NS2 en
células infectadas. NS1 y NS2 son proteinas no estructurales requeridas para la infeccion de células huésped, y
VP1/2 son proteinas estructurales de la capside viral (Chen et al., 1989; Caillet-Fauquet et al., 1990, Brandenburger
et al., 1990). Tras la infeccidn con 50 ufp por célula de wtH-1PV, se expresaron estas proteinas virales en todas las
lineas de células madre investigadas, en el dia 9 y el dia 15 tras la infeccién (figuras 2A,B). Lineas celulares sin
propiedades de células madre de neuroblastoma (IMR-32) y glioblastoma (U87) humano sirvieron como controles
positivos. Células de glioblastoma humano U87 en condiciones convencionales sirvieron como control positivo.

Ejemplo 4

H-1PV se replica de manera activa en células progenitoras de neuroblastoma y células de glioblastoma con
propiedades de células madre

Para tratar el asunto de si H-1PV podia multiplicarse en células progenitoras de neuroblastoma, se infectaron células
con wtH-1PV. Se determinaron los nimeros de copias del genoma viral en el sobrenadante mediante PCR en
tiempo real en un periodo de tiempo que oscilé entre 3 dias y 21 dias tras la infeccion. En células de neuroblastoma
NB 124, los numeros de copias del genoma viral aumentaron hasta 1.000 veces y el titulo de particulas infecciosas
aumentd incluso hasta 100.000 veces, indicando la multiplicacién viral sumamente eficaz en estas células. La
eficacia de replicacion de la progenie viral completamente infecciosa en estas células progenitoras de
neuroblastoma incluso superé la observada en lineas celulares de neuroblastoma convencionales que presentaron
un aumento significativo en los nimeros de copias virales que variaron en un aumento de entre 10? y 10" veces en el
plazo de 72 a 144 h tras la infeccién (Lacroix et al., 2010).

En células de glioblastoma NCH 421 con propiedades de células madre, los niumeros de copias del genoma viral
aumentaron hasta 10.000 veces durante 21 dias tras la infeccién, que es comparable a la eficacia de replicacién en
otras lineas celulares de glioma humano sin propiedades de células madre (Geletneky et al., 2005).

Para cuantificar la generacion de H-1PV de progenie infecciosa, se realizaron adicionalmente ensayos de particulas
infecciosas con sobrenadantes de la misma linea celular progenitora de neuroblastoma infectada en cultivo. Los
virus H-1 de progenie eran biolégicamente activos, es decir podian infectar células NBK-324K. En el ensayo de
unidades de infeccién, pudo determinarse un aumento de 4.000 veces en el cultivo de neuroesferas de
neuroblastoma NB124 y un aumento de 3.500 veces de particulas infecciosas en la linea celular de glioma con
propiedades de células madre NCH 421 en comparacién con el virus introducido (figura 3; curva superior: Vg/ml;
curva inferior: Ul/ml).
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Tomado en conjunto, pudo demostrarse que H-1PV infectaba de manera productiva células progenitoras de
neuroblastoma y células de glioblastoma con propiedades de células madre. Pudo demostrarse que la infeccion de
estas células inducia la expresion de proteinas virales esenciales, una replicacion viral eficaz y la produccion de
progenie infecciosa de H-1PV.

Ejemplo 5
H-1PV induce infeccion litica en lineas celulares de neuroblastoma y de glioma de alto grado “madre”

Para someter a prueba en qué grado era litica la infeccion de células de neuroblastoma con H-1PV de tipo natural,
se documentd la citomorfologia de las células infectadas mediante microscopia de contraste de fases. Tres semanas
tras la infeccion, pudo mostrarse que H-1PV inducia efectos citopaticos significativos sobre células NB124 cultivadas
aplicando una MOI de 0,01 u.f.p por célula o mas (figura 4A). Tres semanas tras la infeccion, pudo mostrarse que H-
1PV inducia efectos citopaticos significativos sobre células NCH 421 cultivadas aplicando una MOI de 1 u.f.p por
célula o mas (figura 4B).

Ejemplo 6

La infeccién con H-1PV reduce significativamente la viabilidad celular en células progenitoras de neuroblastoma y de
glioblastoma con propiedades de células madre en el plazo de 15 dias tras la infeccion

Pudo mostrarse que H-1PV inducia efectos citopaticos significativos sobre neuroesferas de neuroblastoma
cultivadas. Para cuantificar los efectos citopaticos con respecto a la actividad metabdlica y la integridad celular, se
realizé la prueba de MTT en células NB124 y NCH 421, 15 dias tras la infecciéon con MOI crecientes de wtH-1PV.
Aplicar una MOI de 1 ufp/célula redujo las células progenitoras de neuroblastoma viables en el 80% y en células de
glioblastoma con propiedades de células madre en el 60% en el plazo de 15 dias tras la infeccion (figura 5).

Ejemplo 7

H-1PV induce efectos citostaticos sobre células progenitoras de neuroblastoma y sobre tres lineas celulares de
glioblastoma con propiedades de células madre de manera dependiente de la dosis.

Se infectaron cultivos de neuroesferas de neuroblastoma NB 124 y células de glioblastoma con propiedades de
células madre NCH 421, NCH 620 y NCH 644 con o bien 1 ufp por célula (figura 6, panel izquierdo) o bien 50 ufp por
célula (figura 6, panel derecho) y posteriormente se contaron las células viables en multiplos de 6 pocillos por punto
de tiempo. Empezando del dia 12 al 15 tras la infeccién, pudo demostrarse una diferencia significativa en el nimero
de células viables para cada linea de células madre tumorales. Aplicando una MOI de 1, el efecto fue menos
pronunciado que tras la aplicacion del MOl mayor de 50 u.f.p. por célula (figura 6; curva superior: simulada; curva
inferior: H-1PV).

Ejemplo 8
El efecto citostatico sobre “células madre tumorales” no parece estar mediado por apoptosis

Se analizaron cultivos celulares de neuroesferas de neuroblastoma y glioma de alto grado mediante tincion con
yoduro de propidio y posterior citometria de flujo para determinar la presencia de una poblacién celular con
contenido de ADN sub-G1 (menor de 2n) que es indicativo de fragmentacion de ADN y apoptosis. En paralelo, se
realizaron inmunotransferencias de tipo Western para la deteccion de proteinas virales tales como NS1. Sin
embargo, la induccién de expresion de NS1 en células madre de neuroblastoma NB124 ni en células de glioma de
alto grado “madre” ni se correlaciond con detencion en G2 ni con la aparicién de una poblacion sub-G1.
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REIVINDICACIONES
1. Parvovirus para su uso en un método para destruir terapéuticamente células madre cancerigenas (CSC).
2. Parvovirus para el uso segun la reivindicacion 1, en el que dichas células madre cancerigenas son (a) células
madre cancerigenas resistentes a quimioterapia o radioterapia, o (b) células madre cancerigenas que pueden

producir potencialmente recidiva.

3. Parvovirus para el uso segun la reivindicacién 1 6 2, en el que dichas células madre cancerigenas son células
madre de neuroblastoma o células madre de glioblastoma.

4. Parvovirus para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho parvovirus es H1 (H-
1PV) o un parvovirus de roedor relacionado seleccionado del grupo que consiste en Lulll, virus mindsculo de ratéon
(MMV), parvovirus de raton (MPV), virus mindsculo de rata (RMV), parvovirus de rata (RPV) o virus de rata (RV).

5. Parvovirus para el uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho parvovirus se
administra mediante administracion intravenosa (i.v.), intratumoral, intracraneal o intracerebral.

6. Uso de un parvovirus para la preparacién de una composicién farmacéutica para destruir CSC.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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