
TerTerààpia�pia�adenoviraladenoviral en�el�cen�el�cààncer�de�pròstatancer�de�pròstata
UAB

Treball�de�final�de�grau�2013
Grau�en�microbiologia

Josep�Sala�Raduà

1.�INTRODUCCI1.�INTRODUCCIÓÓ::

El�càncer�de�pròstata�és�el�tumor�maligne�més�freqüent�i�la�segona�causa�principal�de�mort�per�càncer�en�homes�en�societats�occidentals1.�Els�millors�tractaments�disponibles�comporten�la�regressió

del�tumor�així com�la�millora�dels�símptomes�clínics.�Ara�bé en�l'actualitat,�no�hi�ha�cap�tractament�eficaç disponible�pels�casos�avançats2.�És�en�els�casos�avançats�on�la�teràpia�gènica�amb adenovirus�

brinda� l’oportunitat� d’obtenir� una� eina� alternativa� de� lluita. A� diferència� de� les� teràpies� tradicionals,� aquesta� pot� ser� dissenyada� i� adaptada� utilitzant� els� coneixements� de� la�malaltia� a� nivell�

molecular,�la�qual�cosa�ens�permet�fer�un�tractament�més�específic�i�efectiu�sobre�aquests�càncers3.��A�dia�d’avui la�majoria�d’estudis�d’aquesta�temàtica�van�enfocats�a�crear�i�modificar�vectors�

adenovirals,�per�tal�que�aquests�siguin�més�eficients�a�l’hora�de�reactivar�gens�amb�efecte�antitumoral1. En�el�cas�concret�del�càncer�de�pròstata,�els�esforços�van�enfocats�sobretot�en�aconseguir�la�

reactivació del�gen�PTEN,�la�presència�o�absència�del�qual�resulta�crucial�en�la�progressió d’aquest�càncer2.

2.�L2.�L’’OBJECTIU�DE�GENERAR�UN�VECTOR�OBJECTIU�DE�GENERAR�UN�VECTOR�ADENOVIRALADENOVIRAL,�,�ONCOLONCOLÍÍTICTIC,�REPLICATIU�I�,�REPLICATIU�I�

ESPECESPECÍÍFIC�AMB�EFECTE�ANTITUMORAL�EN�EL�CFIC�AMB�EFECTE�ANTITUMORAL�EN�EL�CÀÀNCER�DE�PRÒSTATANCER�DE�PRÒSTATA

Per�aconseguir�un�vector�adenoviral eficaç,�es�treballa�en�base�un�adenovirus�wild�type

i� sobre� aquest� es� fan�diverses�modificacions�per� aconseguir� un� vector� que� compleixi�

l’objectiu.�A�l’hora�de�treballar�amb�adenovirus en�teràpia�gènica�contra�el�càncer,�es�

vol� que� aquest� tingui� una� replicació eficient� amb� un� alt� nivell� d'expressió del� gen�

terapèutic4.� A� més, és� absolutament� necessari� que� la� replicació del� vector� sigui�

específica�del�càncer�a�tractar. És�clau�que�el�vector�compleixi�els�dos�factors�anteriors�

per� fer� l’efecte�desitjat.�Hi� ha�una� àmplia� varietat� d’opcions�per� tal� d’aconseguir�los.�

Ara�bé,�en�els�estudis�més�recents�en�càncer�de�pròstata�es�segueixen�dues�estratègies:

• La� primera�estratègia� és� eliminar� un� element� viral� el� qual� és� necessari� per� a� la� replicació del�

virus� en� cèl�lules� normals.� Un� gen� comunament� deleccionat és� el� E1B�55k.� És� prescindible� en�

cèl�lules� canceroses� degut� a� la� compensació de� mecanismes5.� Sense� E1B�55k� el� virus� no� pot�

replicar�se en�totes�aquelles�cèl�lules�amb�p53�normal,�de�manera�que�el�vector�adenoviral només�

es�podrà replicar�en�les�cèl�lules�tumorals,�les�quals�tenen�p53�alterada.�

• La� segona� estratègia� consisteix� en� reemplaçar� el� promotor� d'un� gen� clau� en� la� replicació de�

l’adenovirus per� un� promotor� específic� del� tumor.� Concretament� es� treballa� amb� el� promotor�

DD3�altament�específic�del�càncer�de�pròstata,�i�sota�el�seu�control�té el�gen E1A,�que�té funcions�

com� activar� la� transcripció vírica,� i� unir�se� a� supressors� de� creixement� cel�lular.� Ara� bé,� estudis�

recents� han� demostrat� que� l’expressió del� gen� E1A� sota� el� promotor� DD3 és� insuficient.� Per�

resoldre�aquest�tipus�de�problema�s’utilitzen�elements�que�augmentin�l’expressió.�Un�recentment�

aplicat,� i� que� fins� ara� mai� s’havia� utilitzat� en� teràpia� amb� adenovirus� és�WPRE (Woodchuck

Hepatitis�Virus�Posttranscriptional Regulatory Element).

Solucionat� l’aspecte� de� l’especificitat� i� replicació del� vector,�per�últim� falta� inserir� un� gen� amb�

efecte�terapèutic. Un�gen�supressor�de�tumors�que�en�els�últim�anys�que�ha�augmentat�moltíssim�

el� seu� ús� en� viroteràpia contra� el� càncer� de� pròstata� és� el� gen� PTEN.� Aquest� s’insereix� a� la�

construcció amb� un� promotor� de� citomegalovirus� que� en� regula� l’expressió.� D’aquesta�manera�

s’obté un�vector�adenoviral amb�doble�regulació contra�en�càncer�de�pròstata�(Fig.1).

3.�RESULTATS�M3.�RESULTATS�MÉÉS�RELLEVANTS:S�RELLEVANTS:

5.�CONCLUSIONS:5.�CONCLUSIONS:

� La�viroteràpia en�termes�generals,�ha�passat�d’entelèquia�a�realitat.

� Encara� queda� molta� feina� a� fer� pel� que� fa� a� la� comprensió de� molts� mecanismes� a� nivell�

moleculars.�També en�disminuir�els�efectes�tòxics�que�pot�tenir�sobre�el�pacient, així com�la�millora�

de�models�per�obtenir�millors�resultats.�I�sobretot�predir�els�efectes�a�llarg�termini.

� Les�investigacions�actuals�van�en�la�línia�de�modificar�els�vectors�d'origen�adenoviral per�reduir�la�

seva� toxicitat� i� immunogenicitat,� incrementar� l'especificitat�dels� vectors,� i� controlar�els�nivells� i� la�

durada�de�l'expressió dels�gens�en�les�cèl�lules�diana�un�cop�transferits.

� La�millor�opció per�a�l'avanç de�la�teràpia�gènica�adenoviral pel�càncer�de�pròstata,�és�la�posada�

en� marxa� de� protocols� clínics� on� es� combinin� aspectes� de� teràpia� prou� contrastats� a� nivell�

preclínic amb�altres�modalitats�de�tractament�contra�el�càncer.

� La� teràpia�gènica�adenoviral en�el� càncer�de�pròstata,�es�pot� trobar�en� la� consecució dels� seus�

millors�èxits.

ConstrucciConstruccióó adenoviraladenoviral amb�doble�regulaciamb�doble�regulacióó i�gen�i�gen�PTENPTEN

Citotoxicitat�específica�en�càncer�de�pròstata�in�vitro

mitjançant�l’assaig�MTT:

Els� resultats� mostren� una� citotoxicitat� específica� per� part� del�

vector� adenoviral amb� doble� regulació presentat.�

Addicionalment,�s’observa�que�la�inserció del�gen�PTEN provoca�

l’efecte�antitumoral�desitjat�(Fig.�2).

Inducció d’apoptosi en�cèl�lules�de�càncer�de�pròstata�in�vitro�

mitjançant citometria de�flux:

Respecte�al� vector�presentat,� els� resultats� indiquen�que�hi� ha�

inducció d’apoptosi.�A�més�es�corrobora�de�nou�que�la�inserció

del� gen�PTEN fa� l’efecte� desitjat� i� l’especificitat� del� vector,� al�

només�actuar�en�línia�cel�lular�de�càncer�de�pròstata�(Fig.�3).

Supressió del�creixement�tumoral�induint�apoptosi in�vivo,�en�una�

línia�cel�lular�de�càncer�de�pròstata�injectada�en�ratolí:

S’observa� que� el� creixement� del� tumor� és� nul� després� de�

l’administració del�vector�adenoviral amb�doble� regulació i�el�gen�

PTEN,�inclús�es�redueix (Fig.�4A).�Alhora�amb�qPCR es�quantifica�el�

contingut�de�vector�en�tumor�durant�el�procés�(Fig.�4B).

4.�VISI4.�VISIÓÓ ACTUAL�SOBRE�EL�TEMAACTUAL�SOBRE�EL�TEMA

• Molts�dels�promotors�utilitzats�són�de�tipus�PSA.�Aquests dependents�de�forma�endògena�

d’andrògens.�Per�tant a�l’hora�d’augmentar�l’especificitat del�vector�amb�promotors,�només�

es�pot�plantejar�utilitzar�los�en�càncers�de�pròstata�androgen� independents.�Pels� càncers�

andrògen dependents,�menys�greus,�encara�no�hi�ha�promotors�específics�eficaços.�

• En� estudis� clínics� s’aposta� per� intentar� potenciar� l’efecte� mitjançant� la� combinació de�

diferents�mètodes,�ja�que�els�nivells�de�mort�cel�lular�que�causen�els�vectors�adenovirals,�no�

són�comparables�amb�els�d’altres�estratègies�contra�el�càncer.

• S’ha�detectat�que�l’eficàcia�de�l’adenovirus amb�el�gen�PTEN,�varia�segons�la�línia�cel�lular�

que�s’utilitzi. La�raó no�es�coneix,�però�es�creu�que�el�vector�té un�major�efecte�citotòxic�en�

cèl�lules� on� l’expressió de� PTEN és� negativa,� que� correspon� amb� els� casos� més� greus� de�

càncer�de�pròstata.�Seria�en�aquests�on�hi�hauria�un�major�potencial�terapèutic3.�

• La� replicació de� l’adenovirus pateix� una� desacceleració,� després� de� la� injecció,� però� el�

tumor� no� creix� de� forma� significativa6.� Això� està en� estudi,� es� postula� que� les� cèl�lules�

restants�del�tractament�queden�inhibides,�tot�i�que�la�taxa�de�virus�sigui�molt�baixa.�

Caracterització de�la�construcció del�vector�adenoviral amb�doble�regulació presentat.�(Modificat�de 3).

Fig.�1.
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Fig.�4A.�Resultats�de� l’efecte�antitumoral�del�vector�adenoviral amb�doble� regulació,�en�contraposició al�mateix�vector�sense�el�gen�PTEN,�en�una� línia�cel�lular�de�càncer�de�
pròstata�inserida�al�ratolí.�El�volum�del�tumor�es�mesura�en�diferents�dies�després�de�la�infecció.�Com�a�control�s’utilitza�el�PBS.�Fig.�4B.�Resultats�de�la�qPCR (quantitative real�time�
polymerase chain reaction).�Es�veu�la�variació de�quantitat�de�DNA��del�vector�adenoviral doble�regulat�amb�el�gen�PTEN,�en�la�línia�cel�lular�de�càncer�de�pròstata�inserida�en�ratolí.�
Es�fan�diferents�mesures�cada�3�dies�després�de�la�infecció. Figura�4A�i�4B:Modificat�de�(1�i�3).

Fig.�3.Resultats�de�l’anàlisi�amb�citometria de�flux.�Es�veu�la�citotoxicitat�específica�del�vector�adenoviral amb�doble�regulació,�en�contraposició al�
mateix�vector�sense�el�gen�PTEN,�en�línies�cel�lulars�de�càncer�de�pròstata�i�càncer�de�bufeta,�48�hores�després�de�la�infecció dels�vectors�en�les�línies�
cel�lulars.�Com�a�control�s’utilitza�el�PBS.�Figura�3:Modificat�de�(3).

Fig.�2.�Resultats�de�l’assaig�MTT.�Es�veu�la�citotoxicitat�específica�del�vector�adenoviral amb�doble�regulació,�en�contraposició al�mateix�vector�sense�el�gen�PTEN,�en�línies�cel�lulars�de��càncer�
de�pròstata�i�càncer�de�bufeta.�Com�a�control�s’utilitza�PBS (Phosphate Buffered Saline).�La�viabilitat�cel�lular�es�mesura�cada�24�hores�després�de�la�infecció dels�vectors�en�les�línies�cel�lulars.�
Figura�2:Modificat�de�(3�i�6).
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