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DESCRIPCION
Vector de HSV oncolitico
Antecedentes de la invencion

El glioblastoma multiforme (GBM) es una enfermedad siempre mortal a pesar de la aplicacion de terapias de
combinacion disponibles. Los estudios preclinicos sugieren que los virus competentes para la replicacion incluyendo
vectores de HSV oncoliticos (“oHSV"), representan una alternativa terapéutica prometedora, pero la eficacia del
tratamiento de los pacientes en los ensayos ha sido limitada. El logro de la seguridad del vector se ha basado en
mutaciones del vector atenuantes que también pueden comprometer la replicacion litica en células tumorales.

H. Uchida y otros describen un tratamiento eficaz de un modelo de xenoinjerto ortotépico de glioblastoma humano
usando un Virus oncolitico del Herpes Simple dirigido a EGFR, en: Molecular Therapy 21 (2012) 561-569.

C. Lee y otros describen la regulacion por microARN del Virus oncolitico del Herpes Simple 1 para la destruccion
selectiva de las células cancerosas de la prostata, en: Clinical Cancer Research 15 (2009) 5126-5135.

R. Edge y otros describen que un virus de estomatitis vesicular sensible al microARN let-7 demuestra una replicacion
especifica del tumor, en: Molecular Therapy 16 (2008) 1437-1443.

El documento US 2013/071430 A1 divulga un virus vaccinia controlado por microARN, en el que una secuencia diana
de un microARN expresada menos en una célula cancerosa que en una célula normal, se inserta en una region no
traducida 3' del gen de B5R asociado con la proliferacién viral en un virus vaccinia.

D. Voeks y otros describen una terapia génica para el cancer de prdstata suministrada por un adenovirus ovino y
mediada por la fosforilasa de nucledsido de purina y la fludarabina en modelos de raton, en: Gene Therapy 9 (2002)
759-768.

T. McKee y otros describen que la degradacion del colageno fibrilar en un xenoinjerto de melanoma humano mejora
la eficacia de un vector oncolitico del Virus del Herpes Simple, en: Cancer Research 66 (2006) 2509-2513.

El documento WO 2011/130749 A2 divulga los vectores de HSV modificados que exhiben una mayor entrada de
células, ya sea por infeccion directa y/o propagacion lateral.

L. Menotti y otros describen una inhibicién del crecimiento de un tumor humano en ratones por un virus oncolitico del
Herpes Simple disefiado para dirigirse Unicamente a las células HER-2 positivas, en: Proc. Natl. Acad. Sci. 106 (2009)
9039-9044.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién proporciona un oHSV capaz de la replicaciéon del vector selectivo de tumor sin atenuacion
mediante la combinacion del redireccionamiento del vector a los receptores de la superficie celular asociados a
tumores con la inhibicién de la replicacion del vector por medio de un celular microARN ("miR") que esta altamente
expresado en el cerebro normal, pero practicamente ausente en las células tumorales. Elementos de miR-sensibles
impiden la patogénesis de los vectores en los cerebros de ratones desnudos sin impedir la replicacion del vector litica
en células tumorales primarias in vitro o en un modelo de tumor cerebral xenogénico. Este nuevo disefio vectorial debe
proporcionar una plataforma de vector mas segura y mas eficaz y puede seguir desarrollandose para su aplicacion en
tumores de pacientes.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 presenta los datos de los resultados de los experimentos con respecto a la eficacia y la especificidad
del elemento T124. Los plasmidos de expresion de la luciferasa de luciérnaga (fLuc) que contienen T124 (pfLuc-
T124) o una secuencia de control (pfLuc-Ctrl) en el 3'UTR se co-transfectaron con un plasmido de control interno
de luciferasa de renilla (prLuc) en las células transfectadas HEK293AD 24 h antes con pre-miR-124 o pre-miR-21
sintética. Las actividades de la luciferasa se midieron 48 h mas tarde. Los resultados se muestran como la media
+ desviacion estandar de tres determinaciones de la actividad de fLuc normalizada a la actividad rLuc. Las
diferencias estadisticamente significativas entre pares se indican mediante corchetes debajo de los
correspondientes valores de p (prueba t no pareada).

Las Figuras 2 presenta los datos de los resultados de experimentos con respecto a la replicacion del virus en
células de glioma. (A) Diagramas vectoriales. El KOS-37 BAC parental contiene BAC flanqueado por loxP, la
resistencia al cloranfenicol y las secuencias de lacZ ("BAC") entre los genes virales de UL37 y UL38 (Gierasch y
otros, 2006). Las modificaciones para generar KGBAC y KG4:T124BAC se ilustran, como sigue: gB:NT, mutacion
doble entrada para mejorar el virus en el gen de gB; gC-eGFP, fusion de la ORF de gC completa a GFP a través
de una secuencia de péptido 2A; Aunion, supresion de la region de repeticion interna completa, incluyendo una
copia del gen de ICP4; ICP4:T124, insercion de T124 en el 3'UTR del gen de ICP4 restante. UL, segmento largo
Unico del genoma viral; US, Unico segmento corto. (B) Efecto del T124 en la replicacion del virus en las células de
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glioma derivadas del paciente en cultivo. Las células Gli68 y GBM30 se infectaron con los virus KG o KG4:T124
por triplicado a una MOI de 0,01. En los puntos de tiempo indicados después de la infeccidn, los lisados celulares
y los sobrenadantes se recogieron y se titularon en células U20S. Los valores son medias + desviacion estandar.
(C) Expresion de miR-124 en células infectadas Gli68 LV124. Las células se infectaron a 5 ufc/célula, seleccionado
el dia siguiente durante 3 dias en medio que contenia puromicina, y cosechado para la extraccion de ARN total.
Los ARN de control fueron a partir de células Gli68 y U20S no infectadas. Los niveles de miR-124 se determinaron
por triplicado mediante QRT-PCR y se normalizaron a los niveles RNU43. Se muestra el aumento pliegue +
desviacién estandar relativa a las células U20S. P <0,05 para todos los pares (prueba t no pareada). (D) La
replicacion de los virus KG y KG4:T124 en células control GBM30 y Gli68 transducidas con miR-124. Las células
se infectaron con LV124 o LV137R a 5 ufc/célula, seleccionada con puromicina por 3 d, y super-infectadas a los
MOI de 0,01 con KG o0 KG4:T124. HSV infecciosa en los lisados celulares combinados y sobrenadantes recogidos
72 y 96 h después se titularon en células U20S. Los resultados son los valores medios + desviacion estandar de
las infecciones HSV por triplicado. Los paréntesis indican significativamente diferentes pares con los
correspondientes valores de P mostrados (prueba t no pareada).

La Figura 3 presenta los datos de los resultados de los experimentos con respecto a la replicacion del virus
KG4:T124 y la toxicidad en los cerebros de ratones desnudos. 4,8x10° copias del genoma de KG o0 KG4:T124 se
inyectaron por via intracraneal en 4 BALB/c ratones desnudos cada uno (n = 4/grupo). (A) Pesos de los animales
después del momento de la inyeccion del vector. Izquierda, animales inyectados con KG; X, muerte del animal.
Derecha, ratones inyectados con KG4:T124; circulos rellenos, sacrificio del animal. (B) Total de copias del genoma
viral con el tiempo en los cerebros de ratones después de la inyeccion del vector. Se colectaron los cerebros de
los ratones inyectados solo con KG4:T124 sacrificados los dias 5, 14, 21 y 33 después de la inyeccion del vector
y el ultimo animal superviviente del grupo inyectado con KG se sacrificé en el dia 5 con sintomas graves de la
enfermedad, se aisl6 el ADN, y el nimero total de genomas de vectores virales por cerebro se determinaron por
gPCR. (C) Grafica de supervivencia Kaplan-Meier de los animales en este experimento. Las flechas indican los
dias de sacrificio de los animales individuales del grupo inyectado con KG4:T124. P = 0,0058, prueba de log-rank.

La Figura 4 presenta los datos de los resultados de los experimentos relativos al tratamiento de vector HSV miR-
124-sensible redirigido a EGFR de un modelo de ratén desnudo de glioblastoma humano. Células GBM30
trituradas se implantaron por via intracraneal y 5 dias mas tarde se inyecté PBS o 1,8x108 gc de virus KGE o KGE-
4:T124 en las mismas coordenadas. (A) Grafica de supervivencia Kaplan-Meier. Estadisticas de log-rank: KGE
contra PBS, P = 0,0188; KGE-4:T124 contra PBS, P = 0,0009; KGE contra KGE-4:T124, P = 0,8327. (B) Pesos de
los animales con el tiempo después del implante de células tumorales. X, muerte del animal o eutanasia.

La Figura 5 presenta datos que demuestran que KMMP9 media la sobreexpresion de MMP9 activa
enzimaticamente. (A) Estructura de KMMP9 y KGw. (B) Andlisis de transferencia Western de lisados celulares de
células Vero infectadas con cualquiera de KMMP9, KGw, o KG (MOI = 0,1). R-tubulina y glicoproteina B HSV se
visualizaron como controles de carga celular y viral respectivamente. Lineas celulares primarias GBM (C) o células
Vero (D) se infectaron con KGw o KMMP9 a MOI = 1. El lisado celular y el sobrenadante se recogieron 24 h
después de la infeccion y se combinaron (C) o cargaron por separado (D) en un gel de gelatina al 10 % de
poliacrilamida/0,1 %. Después de la electroforesis, el gel se incubé durante la noche a 37 °C, se tifieron con 0,05
% de azul de Coomassie y se destifieron, y la imagen se grabd. Abreviaturas: M, KMMP9; G, KGw; KG, virus
control; un., no infectada; gB, glicoproteina B; Sup., sobrenadante.

La Figura 6 presenta datos que demuestran que KMMP9 y KGw exhiben patrones de entrada y crecimiento de las
células comparables. (A) Células listadas a la izquierda del panel fueron infectadas con el virus en las
multiplicidades de los paneles listados anteriormente gc/célula. Después de 6 horas se fijaron las células y se
inmunotifieron para ICP4. Células GBM30 (B) y GBM169 (C) se disociaron y se infectaron con KMMP9 o KGw a
200 gc/célula. Los lisados celulares se recogieron a 1, 2, 4, y 6 dpi y los de copias del genoma viral se determinaron
por gPCR. No se observaron diferencias significativas entre los dos virus en cualquiera de las lineas de la célula
huésped (GBM30: P = 0,20; GBM169: P = 0,11).

La Figuras 7 presenta datos que demuestren que KMMP9 muestra la destruccion de células tumorales similares
0 mejores en comparacion con KGw in vitro. Las células U87, SNB19 o GBM30 se infectaron a 10 o 100 gc/célula
durante 3 6 7 dias. Porcentaje de supervivencia celular en relacion a las células no infectadas se determino
mediante el ensayo de MTT (n = 3; asterisco: P <0,05, Prueba T de Student).

La Figura 8 presenta datos que demuestran que MMP9 mejora la infectividad de oHSV en esferoides. Células
GBM30 se cultivaron en suspension y se infectaron con 1x103 pfu de cualquiera de KMMP9 o KGw. Fluorescencia
verde del casete GC-T2a-eGFP en ambos vectores se visualizé todos los dias a 2-6 dpi en esferoides de todo el
montaje. (A) Imagenes representativas a los 3 y 5 dpi. (B) Cuantificacion promedio de la sefial de eGFP en 6
esferoides por vector demostrando un aumento de la infectividad de aproximadamente 2 veces mas de KMMP9
sobre KGw (P = 0,006). (C-E) Dos grupos de esferoides GBM30 se infectaron con KMMP9 o KGw en 4x107 copias
del genoma por esferoide. Esferoides se fijaron, se tifieron con DAPI, e imagenes confocales de seccion Z se
registraron en intervalos de 5 pm. Panel (C) muestra 2 esferoides representativos de cada uno de los grupos
KMMP9 y KGw después de la reconstruccion 3D a partir de 0 ym a 150 ym. Azul, DAPI; verde, eGFP. Panel (D)
muestra secciones de Z de 2 esferoides de cada grupo en Z = 100 ym. (E) Cada esferoide se dividié en 5
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segmentos en términos de profundidad en el eje Z (de abajo hacia arriba: 0-20 pm, 25-50 pym, 55-80 ym, 85-100
pm, 105-120 um, y 125-140 pm). La intensidad relativa de la sefial en cada segmento del esferoide se calculd por
medio del promedio de la sefial de eGFP dividida por la sefial DAPI. n = 7; asterisco: P <0,05.

La Figura 9 presenta datos relativos al tratamiento KMMP9 de un modelo de ratén desnudo de GBM. Células
GBM30 se implantaron por via intracraneal y KMMP9, KGw o PBS se inyectaron 5 dias mas tarde en las mismas
coordenadas (0,5 mm anterior, lateral de 2 mm (derecha), de 3 mm de profundidad a bregma). Los animales se
controlaron diariamente y se sacrificaron en presencia de signos de morbilidad. Los datos se presentan como una
grafica de supervivencia de Kaplan-Meier. Los animales tratados con KMMP9 o KGw sobrevivieron
significativamente mas tiempo que los tratados con PBS (P <0,01). No se encontré diferencia significativa entre
KMMP9 y KGw (n = 4; P = 0,61, prueba de log-rank).

La Figura 10 representa las imagenes de MRI del cerebro valoradas en T2 de un animal por tratamiento de virus-
o simulacién de animales GBM30 (PBS)-tratados. (A) Los tratamientos se llevaron a cabo 10 dias después de la
implantacion de GBM30 y las imagenes se recogieron 1 dia antes del tratamiento (dia -1) y los dias 3, 6, 9y 13
después del tratamiento. (B) Volumenes tumorales calculados en los mismos dias.

Descripcion detallada de la invencién
La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas

El ligando no-HSV del oHSV inventivo se incorpora en una glicoproteina expuesta en la superficie oHSV, tales como
gD o gC para facilitar la orientacion de la célula deseada con el ligando. Por ejemplo, el ligando puede ser incorporado
entre los residuos 1y 25 de gD. Los ligandos preferentes para la orientacion GBM y otras células de cancer incluyen
los dirigidos a EGFR y EGFRVvIll, CD133, CXCR4, antigeno carcinoembrionario (CEA), CLC-3/anexina-2/MMP-2,
receptor de la transferrina humana y EpCAM, y el ligando puede dirigirse como tal a una molécula de receptor o de la
superficie celular, es decir, el ligando puede ser capaz de unirse especificamente a tal molécula de receptor o de la
superficie celular. Los ligandos especificos EGFR-y-EGFRUVIII, tales como anticuerpos, scFv (anticuerpos de cadena
sencilla) y VHH (anticuerpos de dominio Unico), se han descrito en la literatura (Kuan y oftros, Int. J. Cancer, 88, 962-
69 (2000); Wickstrand y otros, Cancer Res, 55(14):3140-8 (1995); Omidfar y otros, Tumor Biology, 25:296-305 (2004);
ver también Uchida y otros, Molecular Therapy, 21:561-9 (2013); véase también Braidwood y otros, Gene Ther., 15,
1579-1592 (2008)).

El oHSV también o alternativamente puede direccionarse por medio de la incorporacion de ligandos a otras moléculas
de la superficie celular o receptores que no son necesariamente asociados al cancer. Por ejemplo, los ligandos pueden
incluir los dominios de unién de ligandos naturales (por ejemplo, factores de crecimiento (tales como EGF, los cuales
puede dirigirse a EGFR, NGF, los cuales pueden dirigirse a trkA, y similares)), hormonas peptidicas o no peptidicas,
seleccionar péptidos para la unién una molécula diana (por ejemplo, proteinas de repeticion de anquirina disefiadas
(DARPIns)), etc. El oHSV inventivo también puede incluir una forma mutante de gB y/o gH que facilita la entrada del
vector a través de los receptores no candnicos (y preferentemente también tienen tales mutaciones en uno o ambos
de estos genes en el genoma oHSV).

La secuencia diana de microARN preferente para su inclusion en el vector de la invencion (preferentemente en forma
de multiples copias de la misma en tandem) es miR-124, la cual tiene una aplicacién particular para aplicaciones
neuronales (por ejemplo, para proteger a las neuronas no cancerosas cuando se emplea el oHSV inventivo para el
tratamiento de tumores del sistema nervioso, tales como GBM).

La secuencia(s) diana microARN esta/estan incluidas preferentemente en la regién no traducida 3' ("UTR") de un gen
de HSV, para silenciar ese gen en presencia de la microARN. Preferiblemente, copias multiples (por ejemplo, dos
copias, tres copias, cuatro copias, cinco copias, seis copias, 0 mas) de la secuencia diana microARN se insertan en
tandem. Preferiblemente, las multiples copias de la secuencia diana micro-ARN estan separadas por espaciadores de
cuatro o mas nucleétidos (con mayor preferencia ocho o mas nucleétidos). Sin desear estar limitado por la teoria, se
cree que una mayor separacion (por ejemplo, mayor de aproximadamente 8 nucledtidos) proporciona una mayor
estabilidad.

Con mayor preferencia, para ayudar en la proteccion de las células no cancerosas del efecto litico de la infeccién por
HSV, las multiples copias de la secuencia diana microARN se insertan en el 3' UTR de un gen de HSV que es esencial
para la replicacion en las células no cancerosas, lo cual es conocido por las personas de experiencia ordinaria.
Preferiblemente, el sitio es el 3' UTR del gen microARN diana en su locus normal (o nativo) dentro del genoma de
HSV. Un oHSYV preferente de la presente invencion incluye multiples copias de la secuencia diana microARN insertado
en el 3' UTR del gen de ICP4, tales como una o ambas copias del gen de ICP4, en los vectores que tienen ambas
copias nativas del gen de ICP4.

El genoma del vector HSV inventivo que comprende adicionalmente uno o mas casetes de expresion exégena (es
decir, que contiene la codificacién de secuencias en unidén operativa con los promotores, potenciadores y otros
elementos reguladores adecuados). El casete de expresion exégena codifica una metaloproteinasa de matriz, tales
como la metaloproteinasa de matriz 9 ("MMP9"), que degrada el colageno de tipo IV, un componente principal de la
matriz extracelular (ECM) y las membranas del s6tano de los glioblastomas (Mammato y otros, Am J. Pathol,
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183(4):1293-1305 (2013), doi: 10.1016/j.ajpath.2013.06.026 Epub 2013 5 de agosto), mejorando asi la infeccion de
las células tumorales por el vector de la invencion debido a la dispersion lateral y la mejora de la actividad de matar el
tumor. También se prefieren casetes de expresion que codifican otros genes que mejoran la propagacion lateral del
HSV inventivo.

Otros casetes de expresion exdgena preferentes codifican proteinas o polipéptidos que inducen la respuesta inmune
del paciente contra el cancer o tumor al que el HSV inventivo se va a emplear para el tratamiento. Por ejemplo, tales
casetes de expresion pueden incluir uno o mas factores nucleicos de acidos de codificacion tales como citoquinas (por
ejemplo, IL-2 e IFN B), un anticuerpo dirigido contra la proteina 4 asociada a linfocitos T citotdxica ("CTLA-4") (Hodi y
otros, N. Engl J. Med, 363 (8):711-23 (2010)), un anticuerpo dirigido contra el ligando de la proteina de la muerte
celular programada 1 ("PD1") o el propio receptor (Topalian y otros, N. Engl. J. Med., 366(26):2443-54 (2012)), y la
molécula de adhesion celular epitelial ("EpCAM") (Patriarca y otros, Cancer Treatment Rev., 38:68-75 (2012)). Como
se sefald anteriormente, EpCAM también puede servir como un marcador de orientacién para ser reconocido por el
vector inventivo. Ademas, donde el cancer a tratar es distinto de un cancer CNS, y mas especificamente que no sea
glioma o glioblastoma, otro transgén puede codificar el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
("GM-CSF").

Otros casetes de expresion preferentes codifican proteinas o polipéptidos que catalizan la conversion de los
profarmacos a agentes activos. Por ejemplo, tales casetes de expresion pueden codificar enzimas tales como citosina
desaminasa, que puede convertir 5-fluorocitosina ("5-FC") en 5-fluorouracilo ("5-FU") localmente en los tumores o
células cancerosas infectadas con el vector de la invencion (véase, por ejemplo, Akimoto y otros, J. Ophthalmol., 86(5):
581-86 (2002)), con el fin de permitir al 5-FU actuar a nivel local dentro de tales células o tumores mientras se reduce
al minimo la exposicién sistémica a 5-FU. Del mismo modo, un casete de tal expresiéon puede codificar timidina quinasa
(tk) (por ejemplo, operativamente unido a un promotor inmediatamente temprano o promotor constitutivo fuerte HSV),
que puede activar ganciclovir, o fosforilasa de nucledsido de purina (PNP), que puede bloquear o atenuar la actividad
de la ribonucledtido reductasa. En ciertas realizaciones, los vectores de la invenciéon también pueden contener un gen
HSV tk nativa funcional.

Dentro de los vectores de la invencion, las secuencias de codificacion dentro de los casetes de expresion exdgena
pueden estar en unién operativa con cualquier secuencia de regulacion genética deseada, tal como promotores
constitutivos o promotores inducibles o especificos de tejido, muchos ejemplos de los cuales son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, un promotor constitutivo empleado cominmente es el promotor citomegalovirus humano (hCMV)
y otros promotores también se puede utilizar, por ejemplo, el promotor CMV potenciador temprano /pollo beta actina
(CAG), y promotor inmediato temprano HSV (por ejemplo, promotor ICP4), y similares.

Ademas, el genoma del vector de la invencion contiene una delecion de la region de repeticion interna (union) que
comprende una copia de cada uno de los genes diploides ICPO, ICP34.5, LAT y ICP4 junto con el promotor para el
gen de ICP47.

El vector de la invencion se puede producir por métodos estandar conocidos por los expertos ordinarios en el campo
de la virologia HSV. Sin embargo, para facilitar la manipulaciéon del genoma de HSV y la producciéon del vector de la
invencion, la invencion también proporciona un acido nucleico que codifica el vector de la invencion. Un acido nucleico
preferente es un cromosoma artificial bacteriano ("BAC") que codifica el vector de la invencion, lo que facilita la
manipulacion del HSV en un sistema bacteriano.

Se debe reconocer que el oHSV de la invencion puede utilizarse para atacar y matar las células cancerosas, ya sea
in vivo o in vitro. Una aplicacién preferente es la de emplear el vector de la invencién terapéuticamente, en particular
en pacientes humanos y/o contra los tumores humanos/de las células (que puede ser xenoinjertos en diversas
especies de mamiferos). Sin embargo, el método también puede emplearse en animales, tales como animales de
compafiia (por ejemplo, gatos y perros), o animales de importancia agricola (por ejemplo, ganado, ovejas, caballos, y
similares), o de importancia zoolégica. Tumores ejemplares/células cancerosas, el tratamiento de las cuales se pueden
emplear los vectores de la invencion, implican canceres del sistema nervioso central, y, en particular, el glioblastoma
multiforme.

En general, el vector oHSV inventivo es mas util cuando suficiente del virus puede ser entregado a una poblacion de
células para asegurar que las células se enfrenten a un nimero adecuado de virus. Por lo tanto, la presente invencion
proporciona una accion, preferentemente una acciéon homogénea, que comprende el vector oHSV inventivo. La
preparacion y el analisis de las poblaciones de HSV es bien conocido en la técnica. Por ejemplo, un stock viral se
puede fabricar en botellas de rodillos que contienen células transducidas con el vector oHSV. El stock viral puede
entonces ser purificado en un gradiente nycodenze continuo, y alicuotas y se almacena hasta que se necesite. Los
stocks virales varian considerablemente en el titulo, dependiendo en gran medida del genotipo viral y las lineas de
protocolo y de células utilizadas para prepararlas. Preferiblemente, una accion de este tipo tiene un titulo viral de al
menos aproximadamente 105 unidades formadoras de placa (pfu), tales como al menos aproximadamente 106 pfu o
incluso con mayor preferencia al menos aproximadamente 107 pfu. En realizaciones aun mas preferente, el titulo
puede ser al menos aproximadamente 108 pfu, o al menos aproximadamente 109 pfu, y las poblaciones de alto titulo
de al menos aproximadamente 1010 pfu o al menos son los mas preferentes aproximadamente 1011 pfu. Tales titulos
se pueden establecer utilizando células que expresan un receptor al que se dirige el vector, por ejemplo.
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La invencion proporciona adicionalmente una composicion que comprende el vector oHSV inventivo y un vehiculo,
preferentemente un vehiculo fisiolégicamente aceptable. El portador de la composicion puede ser cualquier vehiculo
adecuado para el vector. El vehiculo sera tipicamente liquido, pero también puede ser sélido, o una combinacion de
componentes liquidos y solidos. El portador es deseablemente un (por ejemplo, un fisiologicamente o
farmacoldgicamente aceptable) vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, excipiente o diluyente). Los
vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos y estan facilmente disponibles. La eleccién del vehiculo
se determinard, al menos en parte, por el vector particular y el método particular usado para administrar la composicion.
La composicion puede comprender ademas cualquier otro componente adecuado, especialmente para la mejora de
la estabilidad de la composicidon y/o su uso final. En consecuencia, existe una amplia variedad de formulaciones
adecuadas de la composicion de la invencion. Las siguientes formulaciones y métodos son meramente ejemplares y
no son en modo alguno limitativos.

Las formulaciones adecuadas para la administracion parenteral incluyen soluciones acuosas y no acuosas, isotonicas
estériles de inyeccion, que pueden contener antioxidantes, amortiguadores, bacteriostaticos, y solutos que hacen la
formulacion isotonica con la sangre del receptor prevista, y suspensiones acuosas y estériles no acuosas que pueden
incluir agentes de suspension, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizantes, y conservantes. Las formulaciones
se pueden presentar en dosis unitaria o contenedores multidosis sellados, tales como ampollas y viales, y pueden
almacenarse en un estado liofilizado (liofilizado) que requiere sélo la adicion de un excipiente liquido estéril, por
ejemplo, agua, para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y suspensiones para inyeccion
extemporanea se pueden preparar a partir de polvos estériles, granulos y comprimidos del tipo descrito previamente.

Ademas, la composicion puede comprender agentes terapéuticos o bioldgicamente activos adicionales. Por ejemplo,
los factores terapéuticos Utiles en el tratamiento de una indicacion particular pueden estar presentes. Los factores que
controlan la inflamacion, tales como el ibuprofeno o los esteroides, pueden formar parte de la composicion para reducir
la hinchazoén y la inflamacién asociados con la administracion in vivo del vector y la angustia fisiolégica. Supresores
del sistema inmunitario se pueden administrar con el método de composicién para reducir cualquier respuesta inmune
al propio vector o asociada con un trastorno. Alternativamente, potenciadores inmunes pueden ser incluidos en la
composicion para regular al alza las defensas naturales del cuerpo contra la enfermedad, en particular contra el cancer
o tumor contra el que el vector de la invencion se va a utilizar. Los antibidticos, es decir, los microbicidas y fungicidas,
pueden estar presentes para reducir el riesgo de infeccion asociada a los procedimientos de transferencia de genes y
otros trastornos.

Ejemplo 1

Propésito: El glioblastoma multiforme (GBM) es un tumor cerebral agresivo sin tratamiento eficaz. Los vectores
0oHSV se han disefiado para el tratamiento de modelos de GBM humanos en animales, pero la eficacia en los ensayos
de pacientes ha resultado decepcionante. Hemos tratado de desarrollar un nuevo disefio que logra la lisis tumoral de
oHSYV altamente selectiva y sin atenuacion del vector.

Disefo Experimental: Se presenta un oHSV disefiado para infectar y replicarse selectivamente en células tumorales
por medio de redirigir completamente la infeccion a través del EGFR y mediante el bloqueo de la replicacion del vector
en las neuronas normales a través de la introduccién de multiples copias de la secuencia reconocida por la miR-124
neuronal especifica en el 3'UTR del gen HSV inmediato temprano esencial ICP4. miR-124 fue elegida porque es
altamente expresada en las neuronas, pero casi indetectable en GBM. El vector se ensayd en experimentos de
tratamiento de cerebro-tumor xenogénicos para la eficacia.

Resultados: Altas dosis de inoculacion intracraneal de ratones desnudos con el virus de miR-124-sensible no
produjeron evidencia de la patogénesis o virus de replicacion, en consonancia con el bloqueo de la replicacion viral en
el cerebro normal por interaccion de miR-124 con ICP4 mRNA. El tratamiento de un modelo ortotépico de GBM
primario humano en ratones desnudos con EGFR-redirigido, HSV miR124 sensible demostrd una supervivencia a
largo plazo (=50%) comparable al tratamiento con el virus EGFR-redirigido parental, lo que indica que el
reconocimiento de elementos de miR-124 no condujeron a una eficacia reducida.

Conclusiones: Concluimos que la especificidad de no atenuado oHSV se puede maximizar mediante la combinacién
de dirigir hacia el tumor de la infeccién del vector con la eliminacion de la replicacion del vector sin direccion a través
de microARN celulares que estan ausentes en los tumores, pero altamente expresado en el tejido normal.

Introduccién

GBM es una de las formas mas malignas de cancer para los que el tratamiento eficaz sigue siendo dificil de alcanzar.
La practica médica estandar, tales como la cirugia y la radio y quimioterapia han demostrado beneficio clinico limitado
a largo plazo. Vectores oncoliticos, incluyendo los derivados de virus del herpes simple tipo 1 (oHSV-1), estan en
desarrollo en un nimero de laboratorios como una potencial estrategia terapéutica alternativa (1). Vectores oHSV han
demostrado ser prometedores para el tratamiento de modelos animales de GBM primario, pero aparte de proporcionar
un buen perfil de seguridad, los resultados de los ensayos clinicos de fase temprana no han demostrado eliminacion
tumoral eficaz o mejoras consistentes en la supervivencia del paciente (2) (3).
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El método mas comun para lograr atenuacion del HSV ha sido eliminar funcionalmente genes no esenciales que
eluden al anfitrion de la respuesta inmune innata a la infeccién, proporcionar piscinas de nucleétidos para la replicacion
en las células que no se dividen, tales como neuronas, y evitar la apoptosis celular (2). La replicacion del virus en
células de cancer se ve facilitada por la pérdida de ciertas respuestas inmunitarias innatas (4), asi como por una rapida
division celular y las vias de apoptosis inactivas (2). Sin embargo, estas propiedades no son uniformemente suficientes
para la replicacion vigorosa de oHSV actuales en tumores.

Como primer paso para mejorar la eficacia del vector previamente hemos desarrollado métodos para la reorientacion
completa de HSV con el fin de redirigir la infeccion de los receptores candnicos de entrada HSV a receptores de
superficie celular de tumores altamente expresados (por ejemplo, EGFR y EGFRUVIII) (5). oHSV redirigido mostré
robusta actividad oncolitica y alta especificidad para las células GBM humanas, dando como resultado un alto n