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DESCRIPCIÓN 
 
Vectores adenovirales que expresan la interleucina-12 de cadena sencilla y el ligando 4-1BB. 
 
La presente invención se refiere a vectores adenovirales, que comprenden secuencias de ácido nucleico que 5 
codifican para interleucina (IL)-12 de cadena sencilla (IL-12 de cadena sencilla, “single chain IL-12” o scIL-12) y la 
proteína coestimuladora 4-1BB, así como la utilización de estos vectores para la terapia génica, en particular para el 
tratamiento de tumores. 
 
Las enfermedades cancerosas siguen representando una de las causas de muerte más frecuentes de los seres 10 
humanos en los países industrializados. El carcinoma hepatocelular (HCC) es, por ejemplo, una enfermedad 
cancerosa con un tiempo de supervivencia medio de 6 meses en caso del diagnóstico de uno o varios tumores 
grandes (Llovet J.M. et al., Hepatology, 1999, 29:62-67). Si bien los enfoques terapéuticos utilizados en la 
actualidad, que comprenden ablación por radiofrecuencia, quimioterapia e inyección percutánea de etanol (PEI), 
presentan un cierto éxito en el caso de tumores pequeños, sin embargo demuestran ser insuficientes en la lucha 15 
contra tumores grandes. 
 
Por tanto, en el estado de la técnica se propuso tratar HCC mediante terapia génica. Los procedimientos de 
tratamiento con terapia génica se basan en la administración de un ácido nucleico, que normalmente se absorbe en 
la célula tumoral y que presenta secuencias que destruyen la célula tumoral. A este respecto se desarrollaron un 20 
gran número de estrategias alternativas, por medio de las cuales las secuencias de ácido nucleico transferidas 
pueden provocar una destrucción de las células tumorales. Un resumen de las estrategias correspondientes para el 
tratamiento del HCC se encuentra en Ruiz et al. (Dig.Dis. 2001, 19: 324-332). En esta publicación se clasifican los 
ácidos nucleicos que se estudian hoy en día en ensayos clínicos para un tratamiento del HCC en el ser humano 
según la estrategia de tratamiento en uno de los 4 grupos siguientes: 25 
 

(1) Transferencia de supresores tumorales: 
 

Esta estrategia se basa en que el ácido nucleico utilizado para la terapia génica contiene un gen, cuyo 
producto génico inhibe el crecimiento del tumor o induce apoptosis en las células tumorales. La mayoría de 30 
los ensayos clínicos se basan en una transferencia del gen p53. 

 
(2) Inmunoterapia génica: 
 

Esta estrategia se basa en que el ácido nucleico utilizado para la terapia génica comprende secuencias, 35 
cuyos productos génicos activan el sistema inmunitario del paciente y desencadenan una reacción 
inmunitaria dirigida contra las células tumorales. La propia reacción inmunitaria conduce entonces a la 
destrucción del tumor. Se han propuesto numerosas citocinas, moléculas coestimuladoras y moléculas 
específicas de tumor para una inmunoterapia génica.  
 40 
Lieschke et al. expresan interleucina-12 en células tumorales CMS-5. 

 
(3) Terapia génica suicida: 
 

En este modo de proceder el ácido nucleico utilizado para la terapia génica codifica para un producto génico, 45 
por ejemplo para una enzima, que transforma una sustancia activa no tóxica en un agente citotóxico para la 
célula tumoral. 

 
(4) Transferencia de virus oncolíticos: 
 50 

Para esta forma de terapia génica se utilizan vectores de ácido nucleico basados en secuencias virales. Los 
vectores con secuencias virales oncolíticas presentan un promotor específico de tumor, que controla la 
replicación del virus, de modo que se posibilita un crecimiento selectivo de los virus en las células tumorales. 

 
Por tanto, en la inmunoterapia génica relevante para la presente solicitud (también denominada inmunoterapia) se 55 
administran ácidos nucleicos que comprenden secuencias que activan el sistema inmunitario y lo dirigen al tumor. 
Básicamente, el sistema inmunitario reconoce además de antígenos también estructuras específicas de tumor en 
células tumorales. Por tanto, la activación del sistema inmunitario puede conducir a una destrucción del tumor 
mediante los componentes del sistema inmunitario. 
 60 
El documento WO 00/41508 describe una terapia de combinación de cáncer mediante activación de moléculas 
coestimuladoras de las células inmunitarias, por medio de dos vectores adenovirales que codifican o bien para las 
dos subunidades diferentes de IL-12 o bien para ligando 4-1BB. 
 
En el estado de la técnica se conocen numerosas moléculas que estimulan el sistema inmunitario o modulan una 65 
reacción inmunitaria, en particular las citocinas. Ya hace tiempo se estableció que las citocinas también presentan 
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actividades antitumorales. Por ejemplo se informó que IL-12 es un estimulador de la inmunidad celular y presenta 
una fuerte actividad antitumoral (Brunda et al, J. Exp. Med. 1993, 178:1223-1230). Sin embargo, la administración de 
la propia proteína IL-12 recombinante como agente antitumoral fracasó porque la citocina presenta efectos 
secundarios tóxicos en la dosificación terapéutica (Lotze et al., Ann.N.Y.Acad.Sci., 1997, 795:440-454; y Cohen J. 
Science, 1995, 270:908). 5 
 
Por tanto, se propuso introducir en el tumor un ácido nucleico que codifica para una citocina y con ello posibilitar una 
activación local del sistema inmunitario. Hock et al. (Proc. Natl. Acad.Sci. USA, 1993, 90: 2774-2778) describen, por 
ejemplo, la transferencia del gen de interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-7 (IL-7), TNF o IFN-γ en 
líneas de células tumorales y la utilización de las líneas de células tumorales para la inducción de tumores en 10 
animales. Todas las líneas de células tumorales transgénicas generan una reacción de rechazo contra las células 
tumorales, estando implicadas, en función de la citocina utilizada, diferentes células del sistema inmunitario de los 
animales de ensayo en la reacción de rechazo (CD4+, CD8+, CD3+). 
 
También se estudiaron vectores que codifican para IL-12, para determinar su idoneidad para la inmunoterapia. La 15 
IL-12, que también se denomina CMLF (“cytotoxic lymphocyte maturation factor”, factor de maduración de linfocitos 
citotóxicos) o NKSF (“natural killer cell stimulatory factor”, factor estimulador de células citolíticas naturales), es una 
citocina heterodimérica que se forma de manera natural por linfocitos B periféricos tras su activación. La proteína 
consta de dos subunidades con pesos moleculares relativos de 40 y 35 kDa, que están unidas entre sí a través de 
puentes disulfuro. Los puentes disulfuro son esenciales para la actividad biológica. Tal como ya se indica mediante 20 
los diferentes nombres, la proteína estimula la proliferación de linfoblastos humanos activados y activa las células 
citolíticas naturales. 
 
En Pützer et al. se expresaron interleucina-12 y B7-1 mediante un vector adenoviral en células tumorales. En Carrol 
et al. se utilizaron virus vaccinia para la expresión de B7-1 e interleucina-12. 25 
 
Vectores que codifican para las diferentes subunidades de esta proteína, se utilizaron para el tratamiento de tumores 
(Barajas et al., Hepatology, 2001, 33: 52-61; Mazzolini et al., Cancer Gene Therapy, 1999, 6: 514-522). Además, 
estos vectores se utilizaron en combinación con otras secuencias para la terapia inmunitaria, en particular en 
combinación con secuencias para una proteína coestimuladora, que se encontraban en el mismo o en otro vector, 30 
para el tratamiento de tumores (Gyorffy et al., J.Immunology, 2001, 166: 6212-6217; Martinet et al., Gene Therapy, 
2002, 9: 786-792; Martinet et al., Journal of National Cancer Institute, 2000, 92: 931-936; Guinn et al., J. 
Immunology, 1999, 162: 5003-5010; y Emtage et al., J. Immunology, 1998, 160: 2531-2538). 
 
Anderson et al. usaron virus adenoasociados que expresan en las células una proteína de fusión de interleucina-12 35 
específica. 
 
La IL-12 se ha expresado además ya como IL-12 de cadena sencilla con buena actividad, es decir como proteína en 
la que se unieron las diferentes subunidades para dar una proteína de fusión (Lieschke et al., Nature Biotechnology, 
1997, 15: 35-40). En un procedimiento terapéutico adicional se propuso extraer del paciente células tumorales y 40 
tratarlas in vitro con un plásmido, que codifica para IL-12 de cadena sencilla o IL-12 y un coestimulador (documento 
US2002/0018767). Tras este tratamiento in vitro las células tumorales deben reimplantarse. Por consiguiente, el 
procedimiento comprende varias intervenciones en el paciente y una reimplantación de células tumorales en los 
pacientes, lo que podría hacer que muchos pacientes se negaran a un tratamiento correspondiente. 
 45 
Ninguno de los ácidos nucleicos utilizados hasta el momento ha podido imponerse para el tratamiento de mamíferos, 
preferentemente para el tratamiento del ser humano. Aunque, por ejemplo, los procedimientos de tratamiento 
descritos en la publicación de Ruiz et al. (citada anteriormente) parten de una dosificación muy alta del vector 
utilizado para el tratamiento (3x109-2,5x1013 “plaque forming units”, unidades formadoras de placa, UFP, por 
dosificación), se establece que o bien no se obtuvo ningún resultado o bien sólo se obtuvieron resultados negativos 50 
mediante los ensayos clínicos correspondientes. Sin embargo, precisamente la dosificación de los ácidos nucleicos 
es un factor crítico para la terapia génica, dado que en caso de una dosificación demasiado alta pueden esperarse 
efectos secundarios o una liberación del vector mediante la salida del vector fuera del tumor. 
 
Por consiguiente, la presente invención se basaba en el objetivo de poner a disposición vectores que pueden 55 
utilizarse con una eficacia mejorada para la inmunoterapia. 
 
Este objetivo se solucionó ahora sorprendentemente mediante vectores virales, que comprenden secuencias de 
ácido nucleico que codifican para IL-12 de cadena sencilla y la proteína coestimuladora 4-1BB, siendo el vector un 
vector adenoviral. 60 
 
Por consiguiente, según la invención se estableció sorprendentemente que los vectores que codifican para IL-12 de 
cadena sencilla y la proteína coestimuladora 4-1BB son adecuados en un grado especial para el tratamiento de 
tumores en el marco de una inmunoterapia. Mediante la inmunoterapia se elimina no sólo el tumor primario sino 
también las metástasis. El efecto sinérgico de las proteínas codificadas mediante los constructos según la invención 65 
en la inmunoestimulación posibilita la utilización de los ácidos nucleicos en dosificaciones menores que lo que se 
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propuso en el estado de la técnica. La dosificación menor presenta menos efectos secundarios, tal como un riesgo 
menor de una enfermedad autoinmune para los pacientes, y al mismo tiempo una seguridad mejorada en caso de su 
utilización en la práctica clínica. La probabilidad de una propagación del virus es menor que en el caso de los 
vectores conocidos. La dosificación menor posibilita además tratar masas tumorales mayores o varios focos 
tumorales al mismo tiempo, sin generar efectos secundarios. 5 
 
La utilización del gen de IL-12 de cadena sencilla ahora espacio en el vector para la expresión de los ácidos 
nucleicos en comparación con la utilización de genes que codifican para las dos subunidades de la IL-12. Por 
consiguiente, esta secuencia posibilita la utilización de vectores relativamente pequeños, tales como por ejemplo los 
vectores adenovirales, en los que a pesar de ello se encuentran dos o más genes foráneos, que potencien la 10 
inmunoterapia, además del gen para IL-12 de cadena sencilla. 
 
Los vectores según la invención están destinados para el tratamiento de mamíferos, en particular para el tratamiento 
de seres humanos. Las siguientes referencias a determinadas secuencias génicas se refieren por consiguiente 
preferentemente a secuencias humanas. Sin embargo, las secuencias génicas pueden proceder también de otras 15 
especies o modificarse en el marco de los intervalos de homología indicados (que se determinaron para la presente 
solicitud por medio del software BLAST) con procedimientos conocidos en el estado de la técnica, siempre que la 
actividad de las proteínas (inmunoestimulante y/o unión a células T) permanezca en el intervalo de por lo menos el 
50%, preferentemente por lo menos el 70% de la actividad correspondiente del producto génico humano. Los 
intervalos de homología indicados se refieren a la región que codifica en el gen nativo para la actividad biológica. 20 
Siempre que se empleen secuencias de ácido nucleico que codifican para proteínas de fusión, el intervalo de 
homología se refiere por consiguiente a la parte que codifica para dicha actividad biológica (IL-12, coestimulador 4-
1BB). Están comprendidas las variaciones de la secuencia génica que conducen a una potenciación de la actividad 
de las proteínas. 
 25 
En el marco de la presente invención se emplea la expresión “secuencias que codifican para una proteína 
coestimuladora” para denominar secuencias que en caso de expresión en células humanas generan proteínas, que 
se encuentran como proteínas de superficie celular y a las que se unen específicamente receptores de las células T. 
En el caso de la unión a una célula T, las proteínas coestimuladoras potencian la reacción inmunitaria. En el estado 
de la técnica se conocen las proteínas coestimuladoras correspondientes, por ejemplo ligando 4-1BB (4-1BBL), B7-1 30 
(también denominada CD80) y B7-2. 
 
Según una forma de realización preferida de la presente invención, el vector comprende secuencias que codifican 
para la proteína coestimuladora ligando 4-1BB, en particular secuencias con una homología de secuencia de por lo 
menos el 40%, preferentemente por lo menos el 70%, por lo menos el 80% o por lo menos el 90% con la secuencia 35 
mostrada en la figura 21, presentando la proteína codificada por la secuencia la capacidad de unirse 
específicamente a células T. En el estado de la técnica se conocen pruebas de actividad adicionales para 4-1BBL 
(Vinay DS, Kwon BS. Semin. Immunol., 1998, 10:481-9. Review; Kwon et al., Mol Cells., 2000, 10:119-26). 
 
En el marco de la presente invención, una proteína se denomina IL-12 de cadena sencilla, cuando la proteína consta 40 
de una secuencia de aminoácidos que comprende las dos subunidades de la IL-12 natural como proteína de fusión. 
Las secuencias de ácido nucleico que codifican para una IL-12 de cadena sencilla presentarán normalmente una 
homología de secuencia de por lo menos el 40%, preferentemente por lo menos el 70%, por lo menos el 80% o por 
lo menos el 90% con las secuencias mostradas en las figuras 19 y 20. Las secuencias mostradas representan la 
parte de IL-12 del gen de fusión. El experto en la técnica conoce secuencias que unen las subunidades y en caso de 45 
determinar la homología no se tienen en cuenta. La IL-12 de cadena sencilla presenta además una actividad 
inmunoestimulante, que no es esencialmente peor que la actividad correspondiente de la IL-12 natural en forma 
heterodimérica. Uno de los efectos de la IL-12 humana en la inmunoestimulación consiste en iniciar la liberación de 
interferón gamma. La actividad inmunoestimulante de la IL-12 de cadena sencilla asciende a por lo menos el 50%, 
preferentemente por lo menos el 70% de la actividad correspondiente de la IL-12 natural. La actividad de las 50 
proteínas puede compararse mediante procedimientos de prueba in vitro conocidos (por ejemplo utilizando pruebas 
in vitro para una comparación de actividad de IL-12 en Lieschke et al., citado anteriormente). Según una forma de 
realización especialmente preferida de la invención, la actividad inmunoestimulante de la IL-12 de cadena sencilla es 
incluso mayor, o esencialmente mayor, que la actividad correspondiente de la IL-12 natural. 
 55 
En una forma de realización adicional, la presente invención comprende además vectores que codifican para 
citocinas adicionales, para proteínas con actividad citocina y/o para proteínas coestimuladoras. Se denominan 
proteínas con actividad citocina, proteínas que presentan la actividad inmunoestimulante de una citocina, pero no 
presentan ninguna relación estructural con las citocinas. En el estado de la técnica se conocen agonistas de citocina 
correspondientes, por ejemplo anticuerpos frente a receptor de citocina agonistas. 60 
 
Por consiguiente, además de dichas secuencias específicas que codifican para IL-12 de cadena sencilla y la 
proteína coestimuladora 4-1BB, los vectores según la invención pueden presentar secuencias que codifican para 
una o varias citocinas adicionales, que activan las células T y/o B, o una o varias proteínas coestimuladoras 
adicionales. 65 
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La invención se refiere en particular a vectores, que comprenden secuencias que codifican para IL-12 de cadena 
sencilla, ligando 4-1BB e IL-2. En el marco de la presente invención una proteína se denomina IL-2, cuando se 
codifica por una secuencia que presenta una homología de secuencia de por lo menos el 40%, preferentemente de 
por lo menos el 70%, por lo menos el 80% o por lo menos el 90% con la secuencia mostrada en la figura 22. Las 5 
secuencias que codifican para IL-2 utilizadas en el marco de la presente invención presentan además esencialmente 
la actividad inmunoestimulante de la IL-2 natural, es decir en el marco de la presente invención se utilizan 
secuencias que codifican para IL-2, que presentan in vitro una actividad inmunoestimulante, que corresponde por lo 
menos a aproximadamente el 70% de la actividad de la IL-2 natural. En el estado de la técnica se conocen 
procedimientos in vitro correspondientes para la determinación de la actividad IL-2. Preferentemente se utiliza el 10 
procedimiento descrito en Gillis et al. (J Immunol., 1978, 120 (6): 2027-32) para la determinación de la actividad. 
 
En una forma de realización adicional, los vectores según la invención comprenden además de las secuencias que 
codifican para IL-12 de cadena sencilla, ligando 4-1BB e IL-2, además secuencias que codifican para la proteína 
coestimuladora B7-1 y/o B7-2. 15 
 
En el marco de la presente invención una proteína coestimuladora se denomina B7-1 (o B7-2), cuando se codifica 
por un gen que presenta una homología de secuencia de por lo menos el 40%, preferentemente por lo menos el 
70%, por lo menos el 80% o por lo menos el 90% con la secuencia mostrada en la figura 23A (o B). 
 20 
Según una forma de realización de la presente invención, los vectores comprenden además secuencias que 
posibilitan la expresión de las secuencias codificantes. Por tanto, los vectores según la invención pueden 
comprender un promotor y uno o varios sitios de entrada de ribosoma internos (IRES). Los promotores pueden 
presentar especificidad de tumor, es decir sólo expresarse en el tumor, o no ser activos en todas las células. 
 25 
En determinadas formas de realización de la invención se prefieren promotores no específicos, dado que los 
promotores correspondientes por regla general se expresan mejor y estos vectores pueden utilizarse para el 
tratamiento de diferentes tumores. 
 
Según la invención, se obtuvo una expresión especialmente elevada de los genes inmunoestimuladores con 30 
vectores que son por lo menos tricistrónicos y se caracterizan además porque por casete de expresión sólo 
contienen un promotor y para cada cistrón, que no se encuentra directamente detrás del promotor, presentan una 
secuencia de IRES. Al utilizar varios promotores en un casete de expresión, se estableció concretamente que éstos 
podían inhibirse mutuamente. Una combinación de promotores y secuencias de IRES condujo a una mejor 
expresión. Al utilizar secuencias de IRES diferentes entre sí en un vector resulta la ventaja adicional de que puede 35 
minimizarse la frecuencia de recombinación entre estas secuencias. 
 
Al utilizar vectores tetracistrónicos puede ser ventajoso repartir los cistrones en varios casetes de expresión (véanse 
los ejemplos). En este caso, preferentemente hay un promotor por casete de expresión. Mediante el reparto en dos 
casetes de expresión, que preferentemente presentan en el vector una distancia máxima entre sí, los promotores se 40 
separan espacialmente y por consiguiente se reduce la inhibición mutua. 
 
Las secuencias descritas presentan la ventaja especial de que las proteínas pueden expresarse especialmente bien 
en células humanas. Por consiguiente, el efecto ventajoso de las secuencias descritas para la inmunoterapia se 
basa según esta forma de realización también en la elevada expresión de las secuencias codificantes. 45 
 
En el marco de la presente invención, los vectores constan preferentemente de ADN. 
 
En el marco de la presente invención, un vector se denomina “vector viral”, cuando se trata de una secuencia de 
ácido nucleico que comprende las secuencias de origen adenoviral, que permiten el empaquetamiento del ácido 50 
nucleico en envueltas virales. 
 
En función del origen viral de las secuencias, los vectores pueden encontrarse como vectores adenovirales, vectores 
adenoasociados, vectores lentivirales, vectores VHS, vectores retrovirales, vectores baculovirales o vectores de 
virus Semliki-Forrest. En el caso de los vectores adenovirales puede tratarse de vectores adenovirales de primera 55 
(deleciones en las regiones E1 y E3 del sistema de clonación AdEasy; que puede obtenerse por ejemplo de 
QBiogene GmbH, Heidelberg) o de segunda generación (deleciones en E1, E2, E3, E4, etc.) o vectores adenovirales 
dependientes de un auxiliar. En el estado de la técnica se conocen de manera amplia vectores correspondientes 
(Nicklin SA, Baker AH. Curr Gene Ther., 2002, 2:273-93; Mah et al., Clin Pharmacokinet., 2002, 41:901-11). 
 60 
En una forma de realización especialmente preferida, la invención se refiere a un vector adenoviral, que comprende 
secuencias que codifican para IL-12 de cadena sencilla, ligando 4-1BB e IL-2. Los vectores adenovirales presentan 
la ventaja especial de que hay vectores correspondientes, que están autorizados para la utilización en la terapia 
génica del ser humano. Por consiguiente, los vectores son seguros para determinadas aplicaciones (por ejemplo 
tratamiento de tumores con administración local). Los vectores adenovirales pertenecen a los sistemas de vectores 65 
que se utilizan con mayor frecuencia en la práctica clínica y para los que existen la mayor cantidad de datos con 
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respecto a la seguridad de utilización. 
 
Sin embargo, la cantidad de las secuencias foráneas de ácido nucleico que puede absorberse en vectores 
adenovirales es limitada. Por tanto, hasta el momento no era posible absorber más de dos genes que codifican para 
proteínas inmunoestimuladoras en un vector correspondiente. El desarrollo de vectores descrito en detalle a 5 
continuación soluciona este problema por primera vez y posibilita por consiguiente vectores adenovirales que, en 
comparación con los vectores conocidos, codifican para más proteínas inmunoestimuladoras. Por consiguiente, 
mediante la presente invención se ponen a disposición vectores de 3 genes adenovirales especialmente ventajosos, 
que también pueden denominarse vectores tricistrónicos. Además, por primera vez se ponen a disposición vectores 
adenovirales que expresan 4 genes, habiéndose repartido éstos en los ejemplos en dos casetes de expresión. 10 
 
La presente invención se refiere además a partículas virales que comprenden los vectores según la invención. Se 
denominan partículas virales o viriones los ácidos nucleicos que están rodeados por las proteínas de envuelta de un 
virus. 
 15 
Según una forma de realización adicional, la presente invención se refiere a fármacos que comprenden las 
partículas virales o los vectores según la invención. Las partículas virales o vectores según la invención pueden 
administrarse simplemente mezclados con un vehículo o junto con adyuvantes adicionales. Las partículas virales o 
vectores según la invención pueden introducirse, por ejemplo, en liposomas o liposomas con adenovirus 
competentes para la replicación (RCA; véase Yoon et al., Curr Cancer Drug Targets, 2001, 1:85-107), encontrarse 20 
como adenovirus revestidos con polietilenglicol, como adenovirus enlazados a anticuerpos (es decir como virus que 
están unidos a un anticuerpo que presenta especificidad para el virus y un marcador celular, preferentemente un 
marcador celular tumoral), mezclados con RCA, como casete en un RCA o como RCA condicionante para la 
multiplicación en el tumor (RCA condicionante: RCA con la función E1 bajo la regulación de un promotor específico 
de tumor; van der Poel et al., J Urol., 2002, 168:266-72). 25 
 
La dosificación exacta de la partícula viral depende de la enfermedad que vaya a tratarse, del tipo de la forma de 
aplicación y de la estructura del vector utilizado y puede determinarse en cada caso por el experto en la materia 
mediante procedimientos convencionales. Los ácidos nucleicos según la invención posibilitan una destrucción o 
reducción significativa del tumor ya con una dosificación especialmente reducida. El fármaco presenta 30 
preferentemente una concentración por unidad de dosificación de no más de 1x1011, preferentemente no más de 
1x1010, no más de 1x109 o no más de 1x107. Sin embargo, la dosificación puede encontrarse también claramente 
por debajo de dichos intervalos e incluso ascender a no más de 1x106. Los datos de dosificación se refieren en este 
caso al número de partículas virales infecciosas. En un modelo de tumor de rata pudo demostrarse que todos los 
animales sobrevivían a la inyección de tumor durante un tiempo de más de un año en el caso de un tratamiento con 35 
una dosificación de 5x107 partículas virales infecciosas. A un tratamiento con una dosificación de 5x106 partículas 
virales infecciosas sobrevivieron todavía aproximadamente el 90% de los animales. Por el contrario, todos los 
animales del grupo control murieron en los primeros 50 días tras la inyección de tumor. Estas dosificaciones se 
encuentran varios órdenes de magnitud por debajo de las dosificaciones que se propusieron en el estado de la 
técnica para tratamientos correspondientes. 40 
 
El fármaco está formulado de manera que los vectores pueden suministrarse bien al tumor. Preferentemente, el 
fármaco se encuentra como disolución para inyección intratumoral. En el estado de la técnica se conoce la 
producción de disoluciones correspondientes. Alternativamente a esto, el fármaco puede estar formulado como 
material de soporte que libera el vector tras la implantación en el tumor a lo largo de un determinado periodo de 45 
tiempo. En el estado de la técnica se conocen materiales de vehículo correspondientes, tal como por ejemplo sulfato 
de celulosa o similar. 
 
La presente invención se refiere finalmente a las partículas virales o vectores para el tratamiento de tumores, en 
particular para el tratamiento de tumores sólidos, tales como HCC, cáncer intestinal, cáncer de mama, etc. en el ser 50 
humano. 
 
Según una forma de realización alternativa, la presente invención se refiere a la utilización de las partículas virales 
vectores para el tratamiento de enfermedades infecciosas o enfermedades por priones. Ya se ha propuesto una 
terapia inmunoestimulante, también en forma de una terapia génica, para el tratamiento de enfermedades 55 
infecciosas correspondientes (véase van der Meide et al., Vaccine., 2002, 20:2296-302). 
 
Por consiguiente, el efecto inmunoestimulante de las partículas virales y vectores según la invención presenta 
además potencial terapéutico para el tratamiento de enfermedades infecciosas, tal como por ejemplo para el 
tratamiento de infecciones por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), por virus de la hepatitis tipo A, B, C 60 
(VHA, VHB, VHC), por citomegalovirus (CMV) y por virus de papiloma humano VPH, que pueden conducir entre 
otros a carcinomas de cuello uterino. Las partículas virales o vectores también pueden utilizarse ventajosamente 
para el tratamiento de enfermedades por priones, dado que en este caso la inmunoestimulación no específica ha 
conducido ya en un modelo animal a resultados satisfactorios de curación (Sethi et al., Lancet, 2002, 360:229-30). 
 65 
Para la utilización médica según la invención, el vector se encuentra en una concentración de no más de 1x1011, 
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preferentemente no más de 1x1010, no más de 1x109 o no más de 1x107. Sin embargo, la dosificación puede 
encontrarse también claramente por debajo de dichos intervalos y ascender incluso a no más de 1x106. Los datos de 
dosificación se refieren en este caso a su vez al número de partículas virales infecciosas. 
 
Los siguientes ejemplos ilustran la invención. Pueden encontrarse datos más detallados con respecto a la 5 
producción y utilización de los vectores mencionados en los ejemplos además en la tesis doctoral de Reinhard 
Wähler con el tema “Adenovirale Immuntherapie solider Tumore am HCC-Modell der Ratte (Rattus norvegicus, 
Berkenhout 1769)” (“Inmunoterapia adenoviral de tumores sólidos en un modelo de HCC de rata”) de la Facultad de 
Biología de la Universidad de Hamburgo. 
 10 
Ejemplos 
 

I. Construcción de los vectores Ad-1, Ad-2, Ad-3 y su evaluación in vitro e in vivo 
 
II. Construcción del vector Ad-4 15 
 

I. Construcción de los vectores Ad-1, Ad-2, Ad-3 y su evaluación in vitro e in vivo 
 

1. Producción de los vectores 
 20 
En primer lugar se clonaron los ADN murinos de scIL-12, 4-1BBL e IL-2 en el plásmido pTrident3 (figura 1). El 
resultado recibe el nombre de pT3-scIL12[IRES]4-1BBL[IRES]IL2 (sin ilustración). Antes se modificaron las regiones 
5’ de los marcos de lectura de los tres componentes y su distancia con respecto a los elementos IRES para la 
formación de un inicio de traducción optimizado. 
 25 
Se clonó el casete de expresión tricistrónico así construido sin el promotor y las secuencias no traducidas 3’ en el 
plásmido pShuttle-CMV del sistema AdEasy (QBiogene GmbH, Heidelberg). El resultado es el plásmido 
pShuttle-[CMV]scIL12[IRES]4-1BBL[IRES]IL2 (figura 2). Se comprobó completamente el casete 
[CMV]scIL12[IRES]4-1BBL[IRES]IL2 del plásmido mencionado en último lugar mediante secuenciación de ADN para 
determinar que fuera correcto. 30 
 
Entonces se recombinó este constructo tras la cotransformación con el plásmido pAdEasyl en la cepa de E. coli 
Bj5183 para dar el plásmido pAd-3 (véase la figura), que contiene todo el ADN recombinante para Ad-3. 
 
Partiendo de pShuttle-[CMV]scIL12[IRES]4-1BBL[IRES]IL2 se clonaron los plásmidos para Ad-2, 35 
pShuttle-[CMV]scIL12[IRES]4-1BBL (véase la figura) y para Ad-1, pShuttle-[CMV]scIL12 (véase la figura) y de 
manera análoga a la producción de pAd-3 se generaron los plásmidos pAd-2 y pAd-1. 
 
Se transfectaron los adenovirus a partir de los precursores plasmídicos tras la liberación por medio de digestión con 
PacI en células HEK293 y se aislaron y multiplicaron las placas virales que se produjeron (es decir como partículas 40 
virales). 
 
Visión general con respecto a los casetes de expresión: figura 1. 
 
Pruebas de expresión 45 
 
2.1. IL-12 
 
Se infectaron células de hepatoma de rata, McA-RH7777, con los virus (partículas virales) Ad-1, Ad-2 y Ad-3 y se 
cuantificó la expresión de IL-12 tras tiempos diferentes en el sobrenadante de cultivo celular por medio de ELISA de 50 
IL-12 p70. 
 
Visión general: figura 2. 
 
2.2 4-1BBL 55 
 
Se infectaron células de hepatoma de rata, McA-RH7777, con los virus (partículas virales) Ad-1, Ad-2 y Ad-3 y se 
comprobó la expresión de IL-12 tras tiempos diferentes por medio de citometría de flujo tras la tinción del 4-1BBL 
con el anticuerpo TKS-1 (BD Pharmingen, Heidelberg). Ad-1 servía en este caso como control, dado que no puede 
esperarse ninguna expresión de 4-1BBL. 60 
 
Visión general: figura 3. 
 
2.3 IL-2 
 65 
Se infectaron células de hepatoma de rata, McA-RH7777, con los virus (partículas virales) Ad-1, Ad-2 y Ad-3 y se 
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cuantificó la expresión de IL-12 tras tiempos diferentes en el sobrenadante de cultivo celular por medio de ELISA de 
IL-2. Ad-1 y Ad-2 servían en este caso como controles, dado que no puede esperarse ninguna expresión de IL-2 (no 
mostrado). 
 
Visión general: figura 4. 5 
 
3. Evaluación in vivo 
 
3.1 Ajuste a escala de la dosis 1 
 10 
Se sometió a prueba el vector Ad-3 (figura 5a) en este modelo de rata para el carcinoma hepatocelular (HCC). Se 
utiliza la línea celular McA-RH7777 (carcinoma hepatocelular de rata), que es singénica con la rata parda, para el 
trasplante hepático subcapsular de tumores. 
 
Se monitoriza el crecimiento tumoral tras la implantación de 1 millón de células por medio de tomografía de 15 
resonancia magnética (MRT) en colaboración con el Prof. Dr. Gerrit Krupski-Berdien de la clínica radiológica del 
UKE antes y después de la inyección de la partícula viral. La figura 5b muestra la evolución de los volúmenes 
tumorales entre los días 3 y 12 tras la inyección del virus. El efecto muy claro en este breve periodo de tiempo del 
vector depende de la dosis y alcanza a la dosis máxima una reducción de los volúmenes tumorales de hasta el 27% 
del tamaño en el momento de la inyección del virus. Este resultado se documenta en la figura 6 con imágenes de 20 
MRT seleccionadas de animales individuales, para ilustrar mejor el tamaño del tumor en relación con el tamaño del 
animal. 
 
Debido a estos datos se estableció la dosis para el tratamiento de larga duración de grupos de animales mayores 
con hasta 5 x 107 partículas infecciosas por tumor. En estudios posteriores se determinó ahora el efecto de los 25 
vectores individuales (Ad-1 a Ad-3) a esta dosis reducida. Tal como se muestra en el esquema en la figura 7, se 
implantaron los tumores, tras 14 días se trataron entonces 6 animales en los grupos A con el vector y se analizaron 
los parámetros de la respuesta inmunitaria antitumoral tras 2 semanas más. En cada caso 10 animales forman los 
grupos B (grupo de larga duración). A diferencia del estudio de ajuste a escala de la dosis (figuras 5 y 6) se 
implantaron ahora dos tumores, de los que sólo uno se trató con el virus, para determinar los efectos distales de la 30 
inmunoestimulación. Los grupos B servían para el análisis de la cinética de larga duración de la reducción tumoral y 
de la tasa de supervivencia. Tras tres meses en este esquema en el caso de los animales supervivientes le sigue 
una implantación tumoral intrahepática adicional para evaluar la memoria inmunológica con respecto al 
reconocimiento de y la lucha contra recidivas de tumor. Durante tres meses más se determina la tasa de 
supervivencia. Nuestros datos muestran también a la dosis seleccionada de 5 x 107 una contención del crecimiento 35 
tumoral en el intervalo de los primeros 14 días. Se observaron los grupos B ya durante 100 días. Los resultados de 
la reducción tumoral mediante nuestro tratamiento se ilustran en forma de las imágenes de MRT en las figuras 8 a 
10. 
 
Las figuras documentan que a la dosis seleccionada en el plazo de 7 semanas tras la administración del virus se 40 
consiguió una eliminación completa de los tumores hepáticos inyectados pero también los no inyectados. Es 
representativo el efecto adicional (véase fila Ad-2 en la figura 8-10), de que también se eliminaron completamente 
las metástasis en el hígado y en la cavidad abdominal (Ad-2, semana 3). 
 
El desarrollo de los volúmenes tumorales determinados a partir de los datos de MRT se representa y explica en la 45 
figura 11. La evolución del estudio expresada como la tasa de supervivencia en % dentro de los grupos tratados se 
ilustra en la figura 12. En el marco de los experimentos con animales se comprobó la presencia de IL-12 en el suero 
de las ratas. Igualmente se determinó la presencia de interferón gamma, que se liberó tras la estimulación de IL-12 
de células inmunitarias y es responsable de una gran parte de los efectos antitumorales. También podía 
comprobarse claramente la presencia de interferón gamma. Adicionalmente a estas determinaciones se comprobó la 50 
presencia de células T dirigidas específicamente contra el tumor en una denominada prueba de citotoxicidad. Se 
caracterizó la respuesta de las células inmunitarias en ese momento también en preparaciones tisulares de los 
animales tratados. En el tejido tumoral tratado pudo comprobarse la presencia de células CD8+, células CD4+, 
macrófagos y células citolíticas naturales en una cantidad aumentada en comparación con el tejido tratado con 
vector control. 55 
 
3.2 Protocolo para la realización del estudio de larga duración: 
 
Se implantaron dos tumores mediante la inyección de células McA-RH7777. Se inyectaron las células en dos lóbulos 
hepáticos diferentes. Para un tumor se utilizaron 1 millón de células. En este tumor del lado izquierdo se llevó a cabo 60 
posteriormente la inyección de virus. Se implantó un tumor adicional en el lado derecho con 650.000 células. Este 
tumor servía como modelo de metástasis intrahepático. En este tumor se comprobó la eficacia de las células 
inmunitarias estimuladas en un foco tumoral distal. Los resultados se muestran en las figuras 9 a 12 y 28 a 30. 
 
 65 
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II. Construcción de Ad-4: 
 
Con un sistema de inserción distinto al de la recombinación homóloga en células de E. coli se inserta un casete de 
expresión para B7-1 en la posición de la región E3 adenoviral. Esta región es funcionalmente inactiva, dado que 
partes grandes de esta región están delecionadas en los vectores empleados en este caso. El casete de expresión 5 
dispone de un promotor propio de la fosfoglicerato cinasa humana o un promotor de potencia similar. 
 
La producción de los virus se realiza de manera equivalente a la del protocolo descrito anteriormente. 
 
Breve descripción de las figuras 10 

 
Figura 1 Representación de visión general de los vectores Ad-1 a Ad-3. 
 
Figura 2 Determinación de la cantidad de interleucina en el sobrenadante de cultivo celular de células 
McA-RH7777 tras la transfección con Ad-1, Ad-2 y Ad-3. Las cantidades de vector, que deben utilizarse para los 15 
experimentos con animales, se ajustaron con respecto a la expresión idéntica de interleucina-12. La figura 2 
muestra la evolución en el tiempo de la expresión a lo largo de 3 días en las células de hepatoma de rata 
McA-RH7777. Procedimiento: se infectaron células McA-RH7777 a MOI de 10 con Ad-1, Ad-2 o Ad-3. Se 
acumularon los sobrenadantes en los días 0, 1, 2, y 3 tras la infección. Se determinaron las concentraciones de 
scIL-12 por medio de ELISA con un anticuerpo anti-IL-12p70 de ratón (Pharmingen). 20 
 
Figura 3 Comprobación de la presencia de 4-1BBL en los cultivos de células McA-RH7777. Determinación por 
citometría de flujo de la expresión de 4-1BBL. Ad-2 y Ad-3 expresan 4-1BBL, Ad-1 no lo expresa. Procedimiento: 
se infectaron células McA-RH7777 con las concentraciones virales equiparadas a MOI 10 con Ad-1, Ad-2 o Ad-3. 
Se recogieron las células 24 h tras la infección y se incubaron con un anticuerpo monoclonal de rata anti-4-1BBL 25 
de ratón (TKS-1, Pharmingen) y para la comprobación se tiñeron con anticuerpo policlonal de cabra anti-Ig de 
rata conjugado con R-PE (Pharmingen). 
 
Figura 4 Expresión de IL-2 en los cultivos de células McA-RH7777 a lo largo de 3 días. Ad-3 expresa en moles 
466 veces más IL-12 que IL-2 (calculado para el día 3).  30 
Procedimiento: se infectaron células McA-RH7777 con Ad-3 a MOI 10. Se acumularon los sobrenadantes en el 
día 0, 1, 2, 3. Se determinaron las concentraciones de IL-2 por medio de ELISA utilizando un anticuerpo anti-IL-2 
de ratón (Pharmingen). 
 
Figura 5 Estudio de ajuste a escala de la dosis. Variación del tamaño del tumor en el plazo de 9 días tras el 35 
tratamiento con Ad3. Procedimiento: se midieron los volúmenes tumorales por medio de MRT en un intervalo de 
9 días. El tamaño de referencia del 100% se refiere al tamaño del tumor en el día 3 tras la inyección del virus (1ª 
MRT), el tamaño final mostrado en este caso se midió en el día 12 tras la administración del virus (2ª MRT). Se 
infectó el vector Ad3 (a) en las dosis indicadas (i.p. = partículas infecciosas) en tumores con un tamaño de entre 
7 y 11 mm de diámetro (b). 40 
 
Figura 6 Imágenes de MRT del estudio de ajuste a escala de la dosis.  
Procedimiento: se examinaron tumores, que se habían tratado con de 107 a 109 partículas virales infecciosas Ad-
3 o con 109 partículas infecciosas Ad-GFP (control), en el día 3 y el día 12 tras la inyección por medio de MRT. 
 45 
Figura 7 Representación esquemática del desarrollo de los ensayos con animales utilizando Ad-1, Ad-2 y Ad-3. 
 
Figura 8 Imágenes de MRT de los tumores antes de la inyección de virus, semana 0. 
 
Figura 9 Imágenes de MRT de los tumores después de la inyección de virus, semana 3. 50 
 
Figura 10 Imágenes de MRT de los tumores después de la inyección de virus, semana 7. 
 
Figura 11 Representación de la evolución de los tamaños de tumor, calculados a partir de los datos de MRT. 
Procedimiento: se monitorizaron los volúmenes tumorales totales mediante MRT: un día antes, así como 3 y 7 55 
semanas después de la administración de virus se determinaron los tamaños. Grupo control Ad-GFP: 9 
animales; grupos tratados de manera inmunitaria: en cada caso 10 animales en los grupos Ad-1, Ad-2 y Ad-3. En 
el grupo Ad-1 sólo una rata mostró un crecimiento tumoral progresivo. Todos los animales del grupo control 
murieron en el plazo de 7 semanas. 
 60 
Figura 12 Tasa de supervivencia a largo plazo de los animales de ensayo hasta 100 días tras la inyección de 
virus. 
 
Figura 13 Mapa del vector pTrident3. 
 65 
Figura 14 Mapa del vector pShuttle-[CMV]IL12[IRES]4-1BBL[IRES]IL-2. 
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Figura 15 Mapa del vector pShuttle-[CMV]IL12[IRES]4-1BBL. 
 
Figura 16 Mapa del vector pShuttle-[CMV]IL12. 
 5 
Figura 17 Mapa del vector pAd-3. 
 
Figura 18 Secuencia del casete de expresión tricistrónico, que contiene ADN murinos, corresponde al inserto 
Ad-3 de la figura 1. 
 10 
Figura 19 Secuencia codificante de la IL-12 humana de 40 kDa. 
 
Figura 20 Secuencia codificante de la IL-12 humana de 35 kDa. 
 
Figura 21 Secuencia codificante del 4-1BBL humano. 15 
 
Figura 22 Secuencia codificante de la IL-2 humana. 
 
Figura 23 Secuencia codificante de las B7-1 y B7-2 humanas. 
 20 
Figuras 24 a 27 Secuencia de diferentes vectores 
 
Figura 28 Representación de la eficacia en un periodo de tiempo de observación de hasta un año. El gráfico 
muestra el porcentaje de ratas vivas en cada momento (tasa de supervivencia 1 = 100% de los animales de un 
grupo). Grupos de tratamiento: Ad-3, 5x106 (n=12), Ad-3, 5x107 (n=10). Grupo control: 5 x 108 Ad-GFP (n=9). En 25 
este estudio de larga duración se implantaron dos tumores hepáticos en cada animal. 2 semanas más tarde (en 
el día 0 en la ilustración) se trató uno de los dos tumores una vez mediante una inyección de vector. El volumen 
tumoral se encontraba a aproximadamente 1 ml en ese momento. La figura muestra que los animales control 
(tratados con Ad-GFP) morían en el plazo de 47 días tras la inyección de vector. En el grupo tratado con 5 x 106 
i.u. (“unidad infecciosas” o partículas infecciosas) de Ad-3 un animal murió tras 90 días y en el grupo tratado con 30 
5 x 107 i.u. de Ad-3 sobrevivieron todos los animales. “Nueva exposición”: en el grupo tratado con 5 x 107 i.u. de 
Ad-3 se implantaron en todos los animales 92 días (13 semanas) tras la inyección de vector de nuevo tumores en 
el hígado. El implante celular tumoral desapareció sin tratamiento adicional en los 10 animales. 
 
Figura 29 Representación de los efectos sobre el crecimiento tumoral tras el tratamiento con Ad-1 y Ad-3 en 35 
comparación con un vector control (Ad-GFP). A este respecto se aplicaron para Ad-1 y Ad-3 dos niveles de dosis 
diferentes y se determinaron los tamaños de tumor 2 semanas tras el tratamiento. Número de animales por 
grupo: n=3. La figura muestra la variación de los volúmenes tumorales a diferentes dosis de vector de Ad-1 y 
Ad-3. Se aplicaron 1 x 106 células tumorales MH-7777A en el lóbulo hepático derecho y dos semanas después 
se inyectó el vector en el tumor izquierdo. Se llevaron a cabo exámenes de MRT un día antes y 13 días después 40 
de la aplicación de vector. A 5 x 106 i.u. de Ad-1 el volumen tumoral medio aumenta claramente mientras que a 1 
x 107 i.u. de Ad-1 sólo aumenta mínimamente. Este aumento sólo mínimo puede establecerse para Ad-3 ya a 
una dosis de 5 x 106 i.u., por el contrario a 1 x 107 i.u. ya es evidente una reducción. Con ello se demuestra que 
Ad-3 es claramente más eficaz que Ad-1. Los valores para 1 x 107 i.u. de Ad-3 se determinaron en el día 3 y el 
día 12 tras la inyección de vector. Los controles (Ad-GFP) aumentan mucho en el plazo del periodo de tiempo de 45 
observación de 2 semanas. No se tuvieron en cuenta para el cálculo las metástasis extrahepáticas en los 
animales en los que aparecieron. 
 

Listado de secuencias 
 50 
<110> Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf 
 
<120> Ácidos nucleicos y su utilización para la terapia génica 
 
<130> P61712 55 
 
<140> documento DE 102 48 141.5 
<141> 11-10-2002 
 
<160> 11 60 
 
<170> PatentIn versión 3.1 
 
<210> 1 
<211> 5252 65 
<212> ADN 
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<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Vector con casete de expresión tricistrónico como inserto 
 5 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 987 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
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<400> 2 
 

 
 
<210> 3 5 
<211> 762 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 3 10 
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<210> 4 
<211> 768 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 4 
 

 10 
 
<210> 5 
<211> 473 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 865 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 6 
 

 10 

 
 
<210> 7 
<211> 972 
<212> ADN 15 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 7 
 

E03757951
24-12-2013ES 2 440 951 T3

 



 17

 
 
<210> 8 
<211> 11746 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Shuttle para Ad-3 
 10 
<220> 
<221> misc feature 
<222> (1) .. (11746) 
<223> “N” = “A”, “G”, “C” o “T” 
 15 
<400> 8 
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<210> 9 
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<211> 10633 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 5 
<223> Shuttle para Ad-2 
 
<220> 
<221> misc feature 
<222> (1) .. (10633) 10 
<223> “N” = “A”, “C”, “G” o “T” 
 
<400> 9 
 

15 
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<210> 10 
<211> 9049 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Shuttle para Ad-1 
 10 
<220> 
<221> misc feature 
<222> (1) .. (9049) 
<223> “N” = “A”, “C”, “G” o “T” 
 15 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 38246 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Plásmido, contiene todo el ADN para Ad-3 
 10 
<220> 
<221> misc feature 
<222> (1) .. (38246) 
<223> “N” = “A”, “C”, “G” o “T” 
 15 
<400> 11 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Vector adenoviral, que comprende secuencias de ácido nucleico que codifican para interleucina (IL)-12 de 
cadena sencilla y la proteína coestimuladora ligando 4-1BB. 
 5 
2. Vector según la reivindicación 1, caracterizado porque la expresión de la secuencia que codifica para la proteína 
coestimuladora ligando 4-1BB en una célula humana provoca que la proteína coestimuladora ligando 4-1BB se 
encuentre en la superficie de la célula y que puedan unirse específicamente a la misma receptores existentes en la 
superficie de células T. 
 10 
3. Vector según la reivindicación 1 ó 2, caracterizado porque la proteína coestimuladora ligando 4-1BB presenta 
una homología de secuencia de por lo menos el 70%, por lo menos el 80% o por lo menos el 90% con la SEC ID 
NO. 4, y presenta la capacidad de unirse específicamente a células T y de potenciar la reacción inmunitaria. 
 
4. Vector según una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque la IL-12 de cadena sencilla presenta una 15 
homología de secuencia de por lo menos el 70%, por lo menos el 80% o por lo menos el 90% con la SEC ID NO. 2 y 
SEC ID NO. 3, y presenta una actividad inmunoestimulante. 
 
5. Vector según una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el ácido nucleico comprende además unas 
secuencias, que codifican para citocinas, para proteínas con actividad citocina y/o para proteínas coestimuladoras. 20 
 
6. Vector según una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el ácido nucleico comprende además una 
secuencia que codifica para IL-2, presentando esta secuencia una homología de secuencia de por lo menos el 70%, 
por lo menos el 80% o por lo menos el 90% con la SEC ID NO. 5, y presentando la proteína codificada por la 
secuencia una actividad inmunoestimulante. 25 
 
7. Vector según una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el ácido nucleico comprende además unas 
secuencias, que codifican para una o varias proteínas coestimuladoras, presentando esta secuencia una homología 
de secuencia de por lo menos el 70%, por lo menos el 80% o por lo menos el 90% con la SEC ID NO. 6 (B7-1) o 
SEC ID NO. 7 (B7-2), y presentando la proteína codificada por la secuencia la capacidad de unirse específicamente 30 
a células T y de potenciar la reacción inmunitaria. 
 
8. Vector según una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el ácido nucleico comprende unas 
secuencias, que presentan una homología de secuencia de por lo menos el 90% con la secuencia mostrada en la 
SEC ID NO. 2 y 3 (IL-12), en la SEC ID NO. 4 (ligando 4-1BB), en la SEC ID NO. 5 (IL-2) y una de las mostradas en 35 
la SEC ID NO. 6 (B7-1) o 7 (B7-2) y codifican, respectivamente, para una proteína, que presenta la actividad de la 
proteína natural correspondiente. 
 
9. Vector según una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el ácido nucleico comprende además uno o 
varios promotores y uno o varios sitios de entrada de ribosoma. 40 
 
10. Vector según una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque en el caso del vector adenoviral se trata de 
un vector adenoviral de primera o segunda generación (deleción en E1, E2, E3, E4, etc.) o de un vector adenoviral 
dependiente de un auxiliar. 
 45 
11. Vector según la reivindicación 6, caracterizado porque el vector contiene secuencias de ácido nucleico que 
presentan una homología de secuencia de por lo menos el 90% con la SEC ID NO. 2 y 3, SEC ID NO. 4, SEC. ID 
NO. 5 y dado el caso SEC ID NO. 6 o 7 y codifican, respectivamente, para una proteína que presenta la actividad de 
la proteína natural correspondiente. 
 50 
12. Vector según la reivindicación 11, caracterizado además porque comprende las siguientes características: 
 

(a) el vector presenta un promotor no específico de tumor, que provoca la expresión de todas las secuencias 
génicas que codifican para proteínas inmunoestimuladoras; y 

 55 
(b) el vector presenta antes de cada secuencia génica, que no se encuentra directamente detrás del promotor 

mencionado en (a), una secuencia IRES. 
 
13. Partícula viral, caracterizada porque la partícula viral comprende vectores según una de las reivindicaciones 1 a 
12. 60 
 
14. Fármaco, caracterizado porque comprende vectores según una de las reivindicaciones 1 a 12 o partículas virales 
según la reivindicación 13. 
 
15. Fármaco según la reivindicación 14, caracterizado porque el vector se encuentra en una concentración de no 65 
más de 1 x 1011, preferentemente no más de 1 x 1010, no más de 1 x 109, 1 x 107 o 1 x 106, por unidad de 
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dosificación. 
 
16. Fármaco según la reivindicación 14 o 15, caracterizado porque el fármaco está formulado como disolución para 
inyección intratumoral o como material de soporte, que libera el vector tras la implantación en el tumor a lo largo de 
un determinado periodo de tiempo. 5 
 
17. Fármaco, caracterizado porque comprende vectores según una de las reivindicaciones 1 a 12 o partículas virales 
según la reivindicación 13, para el tratamiento de enfermedades infecciosas o enfermedades por priones. 
 
18. Fármaco según la reivindicación 17 para el tratamiento según la reivindicación 17, caracterizado porque la 10 
infección está provocada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), por el virus de la hepatitis tipo A, B o C 
(VHA, VHB, VHC), por el citomegalovirus (CMV) o por virus de papiloma humano VPH. 
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