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DESCRIPCIÓN 
 

Oligonucleótido y composiciones que comprenden los mismos para tratar la neoplasia de células B 
 
CAMPO TÉCNICO 5 
 
La p resente descripción pro porciona nu eve oligonuc leótidos con las s ecuencias como se mu estra en s ec. co n núm. d e 
ident.:1 a 9, o sus homólogos funcionales, una composición que comprende los mismos y un método para tratar la neoplasia 
de células B p or medio d el uso de oligon ucleótidos par a inducir apoptosis e n células neoplás icas de c élulas B, regular 
positivamente el CD40 en células neoplásicas de células B y estimular células neoplásicas de células B para producir IL-10. 10 
Los o ligonucleótidos o  sus homólogos funcionales pueden usarse indiv idualmente o juntos, o usa rse en combina ción con 
quimioterapéuticos, inmunoterapéuticos y radiación para tratar la neoplasia de células B. 
 
ANTECEDENTES 
 15 
Basado en el sistema  de clasificación WHO (A merican J ournal of Surgical Pat hology, 1997, 21(1): 1 14-121), las  
malignidades linfo ides se a grupan en  tres c lases fundamentales: neoplasia de c élulas B, neoplasia d e células T l/células 
asesinas naturales (NK) y linfomas de Hodgkin. 
 
La neoplasia de cé lulas B se divide más aun en dos grupos: neoplasia de células B precursoras y neoplasia de células B 20 
periféricas. L a ne oplasia de  cé lulas B pre cursoras inc luye la leu cemia linfo blástica aguda de  pr ecursores B  (leucemia 
linfoblástica a guda de c élulas B, B-AL L) / linfoma linfo blástico (LB L). La ne oplasia d e c élulas B  pe riféricas incluye la 
leucemia linfocítica cró nica de célu las B (B-CL L), lin foma de linfocitos peq ueños, le ucemia pro linfocítica de  células B, 
linfoma linfo plasmacítico/inmunocitoma, linfoma de células del manto, linfoma folicular, linfoma folicular cutáneo, linfoma de 
células B de zon a marginal extranodal d e tip o MA LT, linfoma  de células B de zona marginal nod al (+/c élulas B 25 
monocitoides), linfoma de zona marginal esplénico (+/- linfocitos velludos), leucemia de células peludas, mieloma de células 
plasmacitomalplasma, linfoma de células B grandes difuso, linfoma de células B grandes del mediastino (tímico), linfoma de 
células B grandes intravascular, linfoma primario de cavidades y linfoma de Burkitt. 
 
La leucemia linfocítica crónica de células B (B-CLL) y la leucemia linfoblástica/linfocítica aguda de células B (B-ALL) son dos 30 
tipos de leucemia de células B. Las células B-CLL expresan CD19, CD5 y CD23 (Nicholas Chiorazzi, M.D., y otros N Engl J 
Med 2005;352:804-15). Las células B-ALL expresan los marcadores CD19 y CD10. 
 
El linfoma de linfocitos pequeños es u na neoplasia de cé lulas B. Las células de linfo ma de linfo citos pequeños expresan 
CD19, CD5 y CD23 (Catherine Thieblemont, y otros Blood. 2004;103:2727-2737). 35 
 
En dependencia de la neoplasia de células B diagnosticada, las opciones de tra tamiento actuales s on la quimioterapia, la 
radioterapia y la inmunoterapia. 
 
El CD 40, expresado en la  superfic ie de  los lin focitos B y  células dendríticas normales, es un m iembro d e la fa milia d el 40 
receptor del f actor de  necrosis tumoral (T NFR) . El C D40L (CD154), expresado en lo s linfocit os T, es un miemb ro de  la 
familia de l f actor de  necrosis tumoral ( Castle BE, y ot ros. J Immunol 19 93; 1 51: 1 777-1788). La interacción de CD 40L y 
CD40 promueve la proliferación, diferenciación y presentación de antígenos de los linfocitos B, las células dendríticas y los 
monocitos (R anheim EA , y otros. J E xp Med 1993; 1 77: 925- 935; Yellin MJ, y otros. J Immun ol 19 94; 1 53: 666-674; 
Banchereau J, y otros. Annu Rev Immunol 1994; 12: 8 81-922; M.von Bergwelt-Baildon MS, y  otros. Blood 2002; 99: 3319-45 
3325). 
 
El CD40 ad emás se e xpresa e n las célu las neoplásicas de  células B . Se de mostró qu e mejo rar la e xpresión de CD4 0 
promueve la a poptosis de c élulas neoplásicas de c élulas B (Pet er Ch u, y otros. PNA S, Marzo  19, 2 002, vol. 9 9, núm: 6 
3854-3859; Frank Dicker, y otros. BLOOD, 15 Abril 2005 volumen 105, Número 8: 3193-3198). 50 
 
Experimentos tanto in vitro como in vivo indicaron que la estimulación y regulación positiva de CD40 indujo la inhibición del 
crecimiento de las células neoplásicas de células B (Funakoshi y otros., Blood 83: 2787-2794,1994; Murphy y otros., Blood 
86: 1946-1953 ,1995; Eliopoulos, A. G., y otros. 1996. Oncogene 13:2243; Hirano, A., y otros 1999. Blood 93:2999; Tong, A. 
W., M y otros 2001.Clin. Cancer Res. 7:691). 55 
 
Se informó que promover la expresión de CD40 en células neoplás icas de células B mejoró la  antigenicidad de las  células 
neoplásicas de células B y consecuentemente estimuló la generación de linfocitos T citotóxicos (CTL) específicos por estas 
células. Los C TL pueden m atar eficientemente células neoplásicas de  c élulas B (Dilloo D, y  o tros. Blood. 1997;90:1927-
1933; Kato K, y otros J Clin Invest. 1998;101:1133-1141; Wierda WG, y otros Blood. 2000;96:2917-2924 ; Takahashi S, y 60 
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otros Hum Gene Ther. 2001;12:659-670; Takahashi S, y otros Cancer Gene Ther.2001;8:378-387). En presencia de CD40L, 
los linfocitos T CD4 citotóxicos pueden matar las c élulas de leucemia linfocítica crónica de células B células que expresan 
CD40 (Frank Dicker, y otros. Blood, 15 Abril 2005 Vol. 105, Núm. 8: 3193-3198). La interacción de CD40L y  CD40 en las 
células de linfoma de Burkett puede promover que las células presenten antígenos tumorales a CTLs específicos (Khanna, 
R. y otros.  1997. J. Immunol. 159:5782). Experimentos in vivo y ensayos clínicos además demostraron que la activación de 5 
CD40 puede mejorar la inmunogenicidad de la leucemia linfocítica crónica de células B (B-CLL) y consecuentemente inducir 
la generación de CTLs específicos por estas células (Kato, K., y otros. 1998.J. Clin. Invest. 101:1133; Wierda, W. G., y otros 
2000. Blood 96: 2917). 
 
En conjunto, estos datos indican que aumentar la expresión de CD40 en células neoplásicas de células B puede estimular la 10 
inmunidad anti-tumoral contra la neoplasia de células B. La inmunidad anti-tumoral incluye pero no se limita a lo siguiente:  
 

1. promover la apoptosis de células neoplásicas de células B; 
2. inhibir el crecimiento de células neoplásicas de células B; 
3. mejorar la inmunogenicidad de células neoplásicas de células B y  por lo tanto estimular la generación de CTLs 15 
específicas por las células. 

 
La interleucina-10 (IL-10) es una citocina homodimérica producida por ciertas células T, monocitos, macrófagos y algunas 
de las células neoplásicas desarrolladas a partir de células B, células T o células NK (Ki tabayashi y otros, 1995; Masood y 
otros, 1995; Sjoberg y otros, 1996; Beatty y otros, 1997; Boulland y otros, 1998; Jones y otros, 1999). La actividad de la IL-20 
10 est á me diada p or su  rec eptor de s uperficie ce lular e specífico expresado e n las células presentadoras de  a ntígeno, 
células linfocitos B y células de leucemia linfocítica crónica (B-CLL). Se encontró que la adición de IL-10 exógena inhibió la 
proliferación de células B-CLL aisladas frescas a partir de pacientes (Jesper Jurlander, Chun-Fai Lai, Jimmy Tan, y otros.  
Characterization of interleukin-10 receptor expression on B-cell chronic lymphocytic leukemia cells. Blood, Vol. 89, Núm. 11 
(Junio 1), 1997: pá gs. 4146-4152). Además se reportó q ue la I L-10 inh ibió la proliferación de  cé lulas B -CLL y m ejoró la 25 
apoptosis de células B-C LL (Anne -Catherine F luckiger, Isab elle Duran d, y Jacq ues Banchereau. Interle ukin 1 0 Ind uces 
Apoptotic C ell Death of B-Chro nic L ymphocytic Leukemia cé lulas. J. Exp. Med. Volumen 1 79 En ero 1 994 91-99). L a 
estimulación de las  propiedades anticáncer de la IL-10 s e discutió en u na rev isión a  partir de la  cual s e especula que la  
sobre-expresión de la IL -10 den tro d el microambiente tu moral puede cata lizar el re chazo inmun e al cá ncer ( Simone 
Mocellin, F rancesco M. Ma rincola y Howard A. Young. In terleukin-10 an d the immune respons e against ca ncer: a 30 
counterpoint. Journal of Leukocyte Biology. 2005; 78:1043-1051). 
 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN 
 
En un aspecto, la invención proporciona un oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. con núm. de ident.: 1 para usar en 35 
el tratamiento de la neoplasia de células B en un sujeto mamífero. 
 
En un aspecto adicional, la invención proporciona un oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. núm.: 1 para usar en el 
tratamiento de la neoplasia de células B, que está comprendido dentro de una composición farmacéutica. 
 40 
En un aspecto adicional, la invención proporciona un método para inducir apoptosis de células neoplásicas de cé lulas B in 
vitro, que comprende poner en contacto dichas células neoplásicas de células B con una composición que comprende un 
oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. con núm. de ident.: 1. 
 
En un aspecto adicional, la invención proporciona un método para mejorar la expresión de CD40 en células neoplásicas de 45 
células B , que compre nde poner e n co ntacto dichas células n eoplásicas de célula s B in vitro con un a composic ión qu e 
comprende un oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. con núm. de ident.:1. 
 
En un aspecto adicional, la invención proporciona un método para inducir células neoplásicas de células B para producir IL-
10, que comprende poner en contacto dichas células neoplásicas de células B in vitro con una composición que comprende 50 
un oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. con núm. de ident.:1. 
 
En un aspecto adicional, la invención proporciona una composición farmacéutica para usar en el tratamiento de la neoplasia 
de células B que comprende: (1) un oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. con núm. de ident.:1 y (2) un agente anti-
neoplasia de células B. 55 
 
En un aspecto adicional, la invención se relaciona con el uso de un oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. con núm. 
de ident.: 1 para la fabricación de un medicamento para el tratamiento de la neoplasia de células B. 
 
La pre sente d escripción pro porciona n ueve o ligonucleótidos de signados además como Oligo1, Oligo3, Olig o4, Oligo5, 60 
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Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10 con las secuencias que se muestran en las sec. con núms. de iden t. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9 respectivamente y sus homólogos funcionales. Los oligonucleótidos o sus homólogos funcionales pueden tener una 
modificación en e l esque leto fosfato  qu e e s u na modificación fosforo tioato o fosforoditioato parcial o c ompleta. Los 
oligonucleótidos o sus homólogos funcionales pueden tener modificaciones químicas o tener sustituciones con bases raras. 
Los oligonucleótidos o sus h omólogos fu ncionales pueden se r p artes funcionales de cualq uier otro fragmento  de A DN o 5 
clonarse en un plásmido, vector bacteriano, vector viral o  vacuna de ADN respectivamente.  L os o ligonucleótidos con las 
secuencias de la sec. con núm. de ident.:1-9 se pueden modificar por la adición de una o más bases (preferentemente 1 a 
10 bases) a cada uno de sus extremos o por el cambio de una o más bases en ellos. Aquellos con experiencia en la técnica 
pueden determinar usar los oligonucleótidos con las secuencias de sec. con núm. de ident.:1-9 o sus homólogos funcionales 
individualmente o juntos, o usar fra gmentos d e AD N que comp renden los  oligonuc leótidos co n las  secu encias (sec. con  10 
núm. de ident.:1-9) respectivamente para alcanzar el objetivo de la presente descripción basados en el buen conocimiento 
de la técnica y las enseñanzas de la presente descripción. 
 
Se describe además un método para el tratamiento de la neoplasia de células B por medio del uso de los oligonucleótidos o 
sus homólogos funcionales de la presente descripción individualmente o juntos o por medio del uso de la composición que 15 
comprende los mismos en un sujeto. El sujeto es un humano o animal. La neoplasia de células B incluye pero no se limita a 
leucemia de células B, linfoma de células B y mieloma. 
 
Se describe además un método para el tratamiento de la neoplasia de células B por medio del uso de los oligonucleótidos o 
sus homólogos funcionales de la presente descripción individualmente o juntos o por medio del uso de la composición que 20 
comprende los mismos por la inducción de la apoptosis de células neoplásicas de células B. 
 
Se describe además un método para el tratamiento de la neoplasia de células B por medio del uso de los oligonucleótidos o 
sus homólogos funcionales de la presente descripción individualmente o juntos o por medio del uso de la composición que 
comprende los mismos por la regulación positiva de CD40 en las células neoplásicas de células B. 25 
 
Se describe además un método para el tratamiento de la neoplasia de células B por medio del uso de los oligonucleótidos o 
sus homólogos funcionales de la presente descripción individualmente o juntos o por medio del uso de la composición que 
comprende los mismos por la estimulación de las células neoplásicas de células B para producir IL-10. 
 30 
La presente descripción además proporciona una composición que comprende cantidades terapéuticamente eficaces de los 
oligonucleótidos o s us h omólogos fu ncionales d e la presente desc ripción s olos o e n/con uno o más p ortadores 
farmacéuticamente aceptables. La composición se administra a través de administración enteral, parenteral y tópica o p or 
inhalación. 
 35 
Se describe además un método para el tratamiento de la neoplasia de células B, que comprende administrar una cantidad 
terapéuticamente eficaz de los oligonucleótidos o sus homólogos funcionales de la presente descripción individualmente o 
juntos o una composición que comprende los mismos o con al menos uno de los agentes anti-neoplasia de células B que 
incluye quimioterapéuticos, inmunoterapéuticos y los agentes usados en radioterapia. 
 40 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 
 

Figura-1. E fecto d e los o ligonucleótidos en  la regu lación positi va d e CD40 en  la s células B-CLL   
Las células B-CLL se inc ubaron con o sin los olig onucleótidos p or 7 día s y después se tiñeron con an ticuerpo F ITC-
CD40 para el análisis de la expresión de CD40 por medio del uso de citometría de flujo. El niv el de expresión se indicó 45 
con el número de MFI.  
Figura-2. Efecto de los oligonucleótidos sobre la regulación positiva de CD40 en células de linfoma de linfocitos 
pequeños  
Las células de linfoma de  linfocitos pequeños s e incubaron con o s in lo s ol igonucleótidos. En el  día 7, las células se 
tiñeron con anticuerpo FITC-CD40 para el análisis de la expresión de CD40 por medio del uso de citometría de flujo. El 50 
nivel de expresión se indicó con el número de MFI.  
Figura 3. Efecto de lo s oligonucleótidos sobr e la p roliferación d e PBMC humano s n ormales  
Los PBMCs humanos normales se cultivaron con o sin  los oligonucleótidos y después se incorporaron con [3H] timidina 
para determinar la proliferación de las células. La proliferación de las células se expresó como cpm.  

 55 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 
Definiciones 
 
En la presente invención los siguientes términos tendrán los siguientes significados:  60 
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Un "o ligonucleótido" significa  múltiple s nucleótidos (e s d ecir mo léculas que c omprenden un a zúcar (p or eje mplo 
desoxirribosa) enlazada a un grupo fosfato y a una base orgánica intercambiable). Existen cuatro bases orgánicas citosina 
(C), timina (T), adenina (A) y guanina (G). El oligonucleótido se puede sintetizar mediante un sintetizador de oligonucleótidos 
automático disponible en el mercado o prepararse a partir de secuencias de  ácidos nucleicos existentes por medio del uso 
de técnicas conocidas. 5 
 
Una "modificación del es queleto" de oligo nucleótido sig nificará qu e un olig onucleótido puede tener un e squeleto fosfato 
modificado por fosforotioato (es decir al menos uno de lo s oxígenos del fosfato se remplaza por sulfuro) u otro esqueleto 
modificado. 
 10 
Una "modificación química" de oligonucleótido significará la  modificación por el uso de grupos activos del nucleótid o o la 
creación d e análog os de n ucleótidos. Las mod ificaciones pu eden ocurrir ya s ea d urante o desp ués de  la síntesis de l 
oligonucleótido. Dura nte la sí ntesis, las  bases mo dificadas (que incluyen pero no  se limitan a  análogos de timid ina) s e 
pueden incorporar internamente o en el extremo 5'. Después de la síntesis, la modificación se puede llevar a cabo por medio 
del uso de grupos activos (vía un  modificador amino, vía los grupos hidroxilo 3' o 5', o vía el grupo fosfato). 15 
 
Una "neoplasia de células B" significará una enfermedad que se desarrolla a partir de la proliferación anormal de células del 
linaje de linfoc itos B . L as n eoplasias de cé lulas B s e p ueden agrupar en le ucemia de células B, linfoma d e cé lulas B y 
mieloma (plasmacitoma/mieloma de células plasmáticas). La leucemia de células B incluye la leucemia linfocítica crónica de 
células B  (B -CLL), leucemia linfoblástica  a guda B precursora (leucemia linfocítica agu da de c élulas B, B-ALL ), leucemia 20 
prolinfocítica de células B  y leucemia de células peludas. El linfoma de células B incluye el linfoma de linfocitos pequeños, 
linfoma linfo plasmacítico/inmunocitoma, linfoma de células del manto, linfoma folicular, linfoma folicular cutáneo, linfoma de 
células B de zon a marginal extranodal d e tip o MA LT, linfoma  de células B de zona marginal nod al (+/c élulas B 
monocitoides), linfoma de zona marginal esplénico (+/- linfocitos velludos), linfoma de c élulas B grandes difuso, linfoma de 
células B  grandes del m ediastino (tímico), linfoma d e célula s B  gra ndes intra vascular, linfoma primario de c avidades y 25 
linfoma de Burkitt. 
 
Un "sujeto" significará un mamífero que incluye pero no se limita a humano, mono, perro, gato, caballo, vaca, cerdo, chivo, 
oveja, ratón y rata.  El oligonucleótido de la presente invención se puede administrar a un sujeto con neoplasia de células B. 
 30 
Un "agente anti-neoplasia de células B" significará un agente que se usa para tratar la neoplasia de células B en un s ujeto. 
El agente incluye el oligonucleótido de la presente invención, quimioterapéuticos, inmunoterapéuticos y los agentes usados 
en radioterapia. El olig onucleótido d e la p resente inv ención de puede administrar antes de, j unto co n o de spués de la 
administración de uno o más agentes anti-neoplasia de células B para lograr un efecto sinérgico para tratar una neoplasia 
de células B. 35 
 
Los "q uimioterapéuticos" significarán lo s q uimioterapéuticos qu e tra tan la neopla sia d e célu las B en combin ación con e l 
oligonucleótido de la pres ente in vención. El o ligonucleótido d e la p resente invención se  pu ede usar con  uno o  más 
quimioterapéuticos en el tratamiento de  la neoplasia d e célu las B . Los quimiotera péuticos incluy en, pe ro n o se limitan a 
agentes alquilantes tales c omo ciclofosfamida o clora mbucil, vinca alcaloid es (por  eje mplo, vincristina  y vinblastina), 40 
procarbazina, metotrexato, pred nisona, antraciclina, L-aspa raginasa, aná logos de p urina (p or e jemplo, flu darabina 
monofosfato, 2-clorodeoxiadenosina y  pento statina), citosina,  arabinósid o, cis platino, eto pósido e ifosfamida. E l 
oligonucleótido de la pre sente in vención s e pude usar con una o m ás combina ciones d e quimioterapéuticos en la 
quimioterapia. Las combinaciones incluyen, pero no se limitan a CVP (ciclofosfamida, vincristina y prednisona), CHOP (CVP 
y doxorrubicina), C-MOPP (c iclofosfamida, vincristin a, p rednisona y proc arbazina), CAP-BOP (CHOP más procarbazina y 45 
bleomicina), m -BACOD (C HOP má s met otrexato, bleomicina y  leu covorina), ProMACE-MOPP (predn isona, meto trexato, 
doxorrubicina, ciclof osfamida, eto pósido y leuco vorina más e stándar MOPP), ProMACE-CytaBOM (pre dnisona, 
doxorrubicina, ciclofosfamid a, eto pósido, cita rabina, b leomicina, vin cristina, m etotrexato y  leu covorina), MA COP-B 
(metotrexato, do xorrubicina, ciclofo sfamida, vincristina, dosis fijas de pre dnisona, ble omicina y  leucovorina), IMVP -16 
(ifosfamida, metotrexato y  etopósido), MI ME (metil-gag, if osfamida, me totrexato y etopósido), DHAP (de xametasona, alta  50 
dosis de cita rabina y cisplatino), ESHAP (etopósido, metilpred isolona, HD citar abina, cisplatino), CEPP(B) (ciclofosfamida, 
etopósido, procarbazina, p rednisona y bleo micina), CAMP (lomustina, mitoxantrona, citarabina y prednisona), CHOP más  
bleomicina, metotrex ato, procarb azina, mo staza de  nitrógeno,  arab inósido d e citosin a y etopósid o. MOPP (mecleta mina 
(mostaza d e nitróg eno), vincristina (Onc ovin), p rocarbazina y  prednisona), ABVD (por ejemplo, adriamicina, bleo micina, 
vinblastina y d acarbazina), ChlVPP (c lorambucil, vinblastina, procarbazina y prednisona), CABS (lomustina, doxorrubicina, 55 
bleomicina y s treptozotocina), MOPP m ás ABVD, MO PP más ABV (do xorrubicina, b leomicina y vi nblastina) o B CVPP 
(carmustina, ciclofosfamida, vinblastina, procarbazina y prednisona) y CAP (ciclofosfamida, doxorrubicina y prednisona). 
 
Los "inmunoterapéuticos" significarán los inmunoterapéuticos que tratan la neoplasia de células B en co mbinación con el  
oligonucleótido de la pres ente in vención. El oligon ucleótido d e la p resente invención se  pu ede usar con  uno o  más 60 
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inmunoterapéuticos en el tratamie nto de la neoplas ia de células B. Los inmunoterapéuticos incluyen, pero n o se limitan  a 
anticuerpos anti-CD20. El a nticuerpo CD20 incluye inmunoglobulinas y sus fragmentos que son específicamente reactivos 
con una prote ína CD 20 en la superficie  celular de c élulas neoplás icas de cé lulas B. Lo s a nticuerpos CD20 pueden se r 
anticuerpos policlonales y m onoclonales, a nticuerpos quimé ricos, a nticuerpos bi-específicos y a nticuerpos humaniza dos. 
Una "CD20" e s un a pro teína de memb rana de cé lulas B (Tedder y otros, Immuno logy Today 15: 450-4 54 (1 994)) y  se 5 
expresa en la célula B normal y neoplásica (John C. Byrd,y otros J Clin Oncol 2001; 19: 2165-2170; Huhn D, y otros, Blood 
2001, 98: 1326-1331). 
 
Un " portador farmacéuticamente aceptable" d enota uno o  má s relle nos s olidos o  líquidos, dilu yentes o sustancias 
encapsulantes que s on a decuadas para a dministrar e l oligo nucleótido de la presente inven ción a u n sujeto . E l po rtador 10 
puede ser orgánico, natural o sintético. El portador incluye cualquiera y todas las soluciones, diluyentes, solventes, medios 
de di spersión, liposomas, emulsiones, r ecubrimientos, a gentes anti-bacterianos y  anti-fúngicos, isotónicos y  agentes que 
retardan la absorción, y cualquier otro portador adecuado para administrar el oligonucleótido de la presente invención y su 
uso es bien conocido en la técnica. 
 15 
La "c antidad t erapéuticamente eficaz " d el oligonucleótido de la  presen te inve nción se re ferirá a una dosis us ada para 
alcanzar un resultado deseado de tratamiento de la  neoplasia de células B en un sujeto. La dos is se puede determinar por 
técnicas estándar b ien conocidas para aquellos con experiencia en la  técnica y  pueden varias en de pendencia de factores 
que incluyen, pero no se limitan al tamaño o/y salud general del sujeto o la severidad de la enfermedad. La introducción del 
oligonucleótido de la invención se puede lle var a cabo como un único tratamiento o sobre una serie de tratamientos. Las 20 
dosis del s ujeto del oligo nucleótido d e la presente invención para l a a dministración s e en cuentran en e l interv alo d esde 
aproximadamente 1µg a 100 mg por administración. Sin embargo, las dosis para el tratamiento de la neoplasia de células B 
se p ueden usar en  un in tervalo d e 10 a 1,00 0 vec es más altas q ue las d osis d escritas ante riormente. El ré gimen de 
dosificación se puede ajustar para proporcionar el efecto terapéutico óptimo por aquellos con experiencia en la técnica. 
 25 
La "ruta" para administrar el oligonucleótido de la presente invención significará la administración enteral, parenteral y tópica 
o inhalación. El término "enteral" como se usa en la presente descripción incluye la administración oral, gástrica, intestinal y 
rectal. E l té rmino "p arenteral" incluye la  ad ministración in travenosa, int raperitoneal, intramuscular, s ubcutánea, rectal o  
vaginal. El término "tópico" denota la aplicación del oligonucleótido externamente a la epidermis, a la cavidad bucal y dentro 
de la oreja, ojo y nariz. 30 
 
Una " co mposición farmacéutica" s ignificará la  c omposición qu e contiene una cantidad te rapéuticamente efica z del 
oligonucleótido con o sin un portador farmacéuticamente aceptable. La composición incluye pero no se limitada a soluciones 
acuosas o salin as, p artículas, aeroso les, pastillas, gránulos, po lvos, comprimid os, co mprimidos recubiertos, (micro) 
cápsulas, supositorios, jarabes, emulsiones, suspensiones, cremas, gotas y otras composiciones farmacéuticas adecuadas 35 
para usar en una  v ariedad de  sistemas de administración de fármacos. Las composiciones son ad ecuadas para usar en 
inyección, oral,  buca l, rectal y va ginal, in halación y aplica ción en de pósito. En tod os los casos, la composición d ebe se r 
estéril y estable bajo condiciones de fabricación y almacenamiento y preservarse contra la contaminación microbiana. Para 
inyección, la composición in cluirá soluciones o d ispersiones acu osas y p olvos para la preparación extemporánea de 
soluciones o d ispersiones in yectables. "Po lvo" e n est a invenció n s e ref iere a una  compo sición que  con tiene partí culas 40 
sólidas finame nte dispersadas que c ontienen el o ligonucleótido. El polv o se pue de formular c on otros portadores 
farmacéuticamente aceptables (por ejemplo, agua, PBS, salina y otros amortiguadores farmacéuticamente aceptados) antes 
de usar. L as s oluciones se p ueden pr eparar al inco rporar el oligonucleótido en u no o más solventes adecuad os y otros 
ingredientes requeridos. Las dispersiones se pueden preparar al inco rporar e l oligon ucleótido dentro de un vehículo, que 
contiene u n medio d e d ispersión (por ej emplo, glicerin a, polietil englicoles líq uidos y aceites) y  los o tros in gredientes 45 
requeridos. Para la administración oral, la composición se formulará con portadores comestibles para formar c omprimidos, 
píldoras, gra geas, cáps ulas, líq uidos, ge les, sirope s, pastas, su spensiones y sim ilares. Para  la  administración bucal, la 
composición s erá comprimid os o pastillas de manera  c onvencional. Pa ra la  inh alación, la  com posición será un a erosol 
atomizado a partir del paquete presurizado o un nebulizador o un polvo seco y se puede seleccionar por uno con habilidades 
en la téc nica.  E l o ligonucleótido ad emás se puede form ular c omo una comp osición farmacé uticamente aceptable pa ra 50 
aplicaciones rectales o vaginales y para aplicación de depósito.  El oligonucleótido en la  composición se puede usar solo o 
en combinación con un o o más ag entes que inc luyen pero n o se limit an a quimio terapéuticos, inmuno terapéuticos y  u n 
ligando reconocido por un receptor específico o molécula de la célula ob jetivo. El o ligonucleótido en comb inación con otro 
agente pueden ser composiciones separadas y usarse como las siguientes: (1) el oligonucleótido se mezcla con un segundo 
agente antes d e la administración; (2) el o ligonucleótido y u n segun do agente se  administran a u n suje to en  diferentes 55 
momentos; (3) el olig onucleótido y un segundo agente se administran a d iferentes sitios de un sujeto. Adicionalmente, la 
composición puede contener plásmidos, vectores bacterianos, vectores virales y vacunas de ácidos nucleicos que portan la 
secuencia del oligonucleótido de la presente invención. 
 

60 
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EJEMPLOS 
Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la invención. Se proporcionan además ejemplos comparativos. 
 
Ejemplo 1 Síntesis del oligonucleótido 
 5 
Se diseñaron y sintetizaron los oligonucleótidos con las siguientes secuencias y nomenclaturas:  
 
Oligo 1: 5'-TCgACgTTCgTCgTTCgTCgTTC-3' (indicado en la sec. con núm. de ident.:1) 
Oligo 3: 5'-TCggCACgCgACgTgCTggCCgTCgTTTCC-3' (indicado en la sec. con núm. de ident.:2) 
Oligo 4: 5'-TCgTCgTCgTCgTTgTCgTTgggg-3' (indicado en la sec. con núm. de ident.:3) 10 
Oligo 5: 5'-TCgTTgCCgTCgg-3' (indicado en la sec. con núm. de ident.:4) 
Oligo 6: 5'-TCgTCgggTgCgACgTCgCAgggggg-3' (indicado en la sec. con núm. de ident.:5) 
Oligo 7: 5'-TCgTCgggTgCgATCgCAgggggg-3' (indicado en la sec. con núm. de ident.:6) 
Oligo 8 5'-TCgTCgggTgCATCgATgCAgggggg-3' (indicado en la sec. con núm. de ident.:) 
Oligo 9: 5'-tcgtcgggtgcgacgtcgca-3' (indicado en la sec. con núm. de ident.:8) 15 
Oligo 10: 5'-TCggggACgATCgTCgggggg-3' (indicado en la sec. con núm. de ident.:9) 
 
Para analizar las funciones de los Oligos anteriores, se sintetizaron además dos oligonucleótidos de control de 2006 con la 
secuencia de 5'-tcgtcgttttgtcgttttgtcgtt-3' y 2216 con la secuencia de 5'-gggggacgatcgtcgggggg-3'. 
 20 
Todos los oligonucleótidos se sintetizaron en la compañía Sangon Biotech (Shanghai, China), se probaron para endotoxinas 
por med io de l us o del en sayo d e lisado d e ame bocitos de Limu lus (A ssociates of Cape C od, Inc) y  se  manipularon en 
reactivos libres d e pirógenos. 2 006 (J Immu nol 2000: 1 64: 1617) es un  o ligonucleótido b ien estudiado que activa 
fuertemente las células B normales. 2216 (Eur J Immunol 2001; 31:2154) es otro oligonucleótido bien estudiado que induce 
altas cantidades de interferón tipo I en las células dendríticas plasmacitoides. 25 
 
Los métodos para sintetizar el oligonucleótido son bien conocidos para aquellos con experiencia en la técnica y entre otros, 
se usa generalmente la síntesis en fase-sólida. Específicamente, en el proceso de la síntesis, el soporte sólido usado es la 
perla de cristal poroso controlado (CPG). Esta perla tiene una superficie con agujeros y canales y es en estos que se une el 
nucleótido protegido. La síntesis del oligonucleótido comienza con e l nucleótido más 3 ' y procede a través de una serie de 30 
ciclos compuestos de cinco etapas que se repiten hasta que se une el n ucleótido más 5 '. Estas etapas son desprotección, 
activación, acoplamiento, recubrimiento y estabilización. 
 
Etapa 1. Desprotección 
 35 
El grupo protector en el nucleósido protegido unido a una perla de CPG (cristal de poro controlado) se retira mediante ácido 
tricloroacético (TCA) que deja un grupo hidroxilo 5' reactivo. 
 
Etapa 2. Activación 
 40 
En e sta e tapa, e l tetrazol ataca el nucleósido fosforamidita de acop lamiento lo  que  fo rma un  int ermediario te trazolil 
fosforamidita. 
 
Etapa 3. Acoplamiento 
 45 
El intermediario tetrazolil fosforamidita reacciona con el grupo hidroxilo del recipiente y se forma el enlace 5' a 3'. El tetrazol 
se reconstituye y el proceso continúa. 
 
Etapa 4. Recubrimiento 
 50 
En esta  etapa , un  agente acetila nte comp uesto de anhídrido acét ico y N-me til imid azol se us a p ara bloq uear el gru po 
hidroxilo reactivo en el extremo más 5' del oligonucleótido para evitar la falla de acoplamiento. 
 
Etapa 5. Estabilización 
 55 
Una vez lograda la etapa de recubrimiento, la última etapa en el ciclo es la oxidación que estabiliza el enlace fosfato entre la 
cadena del oligonucleótido creciente y la base añadida más recientemente. Esta etapa se lleva a cabo en presencia de yodo 
como un oxidante suave en tetrahidrofurano (THF) y agua. 
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A contin uación de esta etapa final el c iclo se  re pite para ca da nucleótido en la secuencia. D espués de complet ada la  
síntesis, la molécula de ADN de simple hebra se purifica por métodos tales como HAP, PAGE, HPLC, C18 y OPC. 
Ejemplo 2 Apoptosis de células B-CLL humanas inducida por los oligonucleótidos 
 5 
1. Preparación de células B-CLL humanas 
 
Se e xtrajeron muestras d e san gre a partir de p acientes de B -CLL no  tr atados (patológicamente id entificados) ( El Primer 
Hospital, Un iversidad Jilin , China) d espués d e obtener el cons entimiento inform ado escrito aprobado.  Las  célula s 
mononucleares de  sangre p eriférica (PBMCs) se aisla ron por cen trifugación por g radiente de de nsidad co n F icoll-Paque 10 
(Pharmacia). Las células B-CLL CD5+CD19+CD23+ en P BMCs se purificaron por medio del uso del kit d e aislamiento de 
células B (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) para > 95% de las células CD5+CD19+ CD23+ (células B-CLL). La 
preparación de las células se realizó bajo la guía de Miltenyi Biotec. 
 
2. Apoptosis de las células B-CLL humanas inducida por los oligonucleótidos 15 
 
Las células B-CLL se incubaron con Oligo1, Oligo3, Oligo4, Oligo5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10, 2006 o 2 216 
respectivamente a u na c oncentración final de 3 µ g/ml en medio RPMI 1 640 10% de s uero AB humano (H yClone) a 106 
células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleótidos se diluyeron en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone). 
Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se usó como un control (Medio). 20 
 
En los días 3, 5 y 7 después de la incubación, las células se contaron y tiñero n con tetrametil-rodamina etiléster (TMRE) 
(Molecular Probes Inc)(Lena Thyrell, y otros. T he Journal of Biological Chemistry Vol. 279, Núm. 23,  Edición de J unio 4, 
págs. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células B-CLL TMRE positivas (viab les) y TMRE-negativas (apoptóticas) se 
determinaron por citometría de flujo (B.D. FACS Aria). El número de células B-CLL viables se calculó por la multiplicación 25 
del conteo de células total con el porcentaje de células TMRE-positivas en cada punto de tiempo. El experimento se repitió 
con diez muestras de sangre a partir de pacientes B-CLL y el resultado promediado (n=10) mostró que los oligonucleótidos 
significativamente indujeron la apoptosis de las células B-CLL (Tabla-1).  
 

Tabla-1. Apoptosis de células B-CLL inducida por los oligonucleótidos 30 

Células de leucemia linfocítica crónica de células B viables (%) (n=10) 

Grupos 
Tiempo de incubación (día) 

3 5 7 

Oligo 1 55.7 27.7 19 

Oligo 3 85.5 37.3 31.6 

Oligo 4 60.1 38.8 27.5 

Oligo 5 58.1 38.1 23.2 

Oligo 6 52.3 34.9 31.7 

Oligo 7 59.6 38.4 30.2 

Oligo 8 51.1 34.2 29.6 

Oligo 9 52.8 37.9 24.3 

Oligo 10 54.6 35.4 28.3 

Medio 82.2 79.5 81.3 

2006 66.5 44.4 40.2 

2216 67.7 57.7 50.7 
 
 
Ejemplo 3 Regulación positiva de CD40 en células B-CLL humanas por los oligonucleótidos 
 
1. Preparación de células B-CLL humanas 35 
 
Las células B-CLL humanas se aislaron a partir de pacientes B-CLL con los procedimientos descritos en el ejemplo 2.  
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2. Regulación positiva de CD40 en células B-CLL humanas por los oligonucleótidos 
 
Las células B-CLL se incubaron con Oligo1, Oligo3, Oligo4, Oligo5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10, 2006 o 2 216 
respectivamente a una concentración final de 3 µg/ml en medio RPM I 1640 10% d e suero AB humano (H yClone) a 5 
106células/pocillo en  una placa d e 48 po cillos. Lo s o ligonucleótidos se dilu yeron en medio RP MI 1 640 libre d e s uero 
(HyClone). Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se usó como un control (Medio). 
 
En el  d ía 7  después d e la  incubación, la s c élulas s e con taron y tiñ eron con a nticuerpo FIT C-CD40 (Bec ton Dick inson) 
(Molecular Probes Inc)(Lena Thyrell, y otros. T he Journal of Biological Chemistry V ol. 279, Núm. 23,  Edición de J unio 4, 10 
págs. 24152-24162, 2004) por 1 0 min utos. L as células B-CLL te ñidas con  el antic uerpo CD40 se determinaron por 
citometría de flujo (B.D. FACS Aria). E l resultado (F igura-1) mo stró que  los oligonucleótidos reg ularon positivamente 
significativamente la expresión de CD40 en células B-CLL, lo que indica que los oligonucleótidos se pueden usar para tratar 
B-CLL a través de la regulación positiva de CD40 en las células. La regulación positiva de CD40 promueve la apoptosis de 
células B-CL L, indu ce la  in hibición del crecimiento de  célula s B-CL L y  rinde cé lulas B-CLL más in munogénicas p ara 15 
estimular la generación de CTLs específicas a las células B-CLL. El experimento se repitió con al menos diez mue stras de 
sangre a partir de pacientes B-CLL con resultados similares. 
 
Ejemplo 4 La apoptosis de células humanas de linfoma de linfocitos pequeños inducida por los oligonucleótidos 
 20 
1. Preparación de las células humanas de linfoma de linfocitos pequeños 
 
Las células  de linfom a de linfocitos peq ueños se a islaron a pa rtir de  bio psia de tejid o del nód ulo linfátic o a partir de  
pacientes (E l Primer Hospital, Universidad Jilin, C hina) c on linfoma de linf ocitos pequeños (identificado patol ógicamente) 
después de obtener el consentimiento informado escrito aprobado. El tejido de biopsia se trituró mediante láminas de cristal 25 
de superficie porosa para liberar las células en 5 ml de medio RPMI 1640 10% de suero AB humano (HyClone) en una placa 
de cultivo de 6 cm. Las células liberadas se filtraron a través de una malla de acero inoxidable y se recogieron en un tubo 
cónico de 50mL que conten ía 15 ml de medio RPMI 1640 libre de suero. El tubo se centrifugó a 300 × g por 10 minutos y 
después el sobrenadante se desechó. Las células de lin foma de linfocitos pequeños CD5+CD19+CD23+ se purificaron por 
medio del uso  d el kit d e ais lamiento de c élulas B (Milten yi Biotec, B ergisch Gla dbach, Alemania) a >  9 5% de  c élulas 30 
CD5+CD19+ CD23+ (células de linfoma de linfocitos pequeños). La preparación de las células se realiz ó ba jo la  guía de  
Miltenyi Biotec. 
 
2. Apoptosis de células de linfoma de linfocitos pequeños inducida por los oligonucleótidos 
 35 
Las cé lulas de linfo ma de lin focitos p equeños se incubaron c on Oligo1 , Oligo 3, Oligo 4, Olig o5, Oligo6, Oligo7, Oli go8, 
Oligo9, Oligo10, 2006 o 2216 respectivamente a una concentración final de 3 µg/ml en medio RPMI 1640 10% de suero AB 
humano (HyClone) a 106 células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleótidos se diluyeron en medio RPMI 1640 
libre de suero (HyClone). Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero  (HyClone)) se usó como un control 
(Medio). 40 
 
En los días 3, 5 y 7 después de la incubación, las células se contaron y tiñero n con tetrametil-rodamina etiléster (TMRE) 
molecular Probes Inc)(Lena T hyrell, y otros. THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY Vol. 279, Núm. 23, Edición de 
Junio 4, págs. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células de linfoma de linfocitos pequeños TMRE positivas (viables) y 
TMRE-negativas (apoptóticas) se determinaron por citometría de flujo (B.D. FACS Aria). El número de células de linfoma de 45 
linfocitos pequeños viables se calculó por la multip licación del conteo de c élulas total con el porcentaje de células TMRE-
positivas en c ada p unto d e tiempo. El ex perimento se repitió con cinco mu estras de pa cientes con linfoma de  linfocitos 
pequeños y  el resultado promediado (n=5) mostró que los o ligonucleótidos inducen s ignificativamente la apoptosis de las  
células de linfoma d e linfocitos p equeños ( Tabla-2), lo que in dica q ue los oligonucleótidos se p ueden us ar p ara tr atar el  
linfoma de linfocitos pequeños al inducir la apoptosis de las células.  50 
 

Tabla-2. Apoptosis de células de linfoma de linfocitos pequeños inducida por los oligonucleótidos 
Células viables de linfoma de linfocitos pequeños (%) (n=5) 

Grupos 
Tiempo de incubación (día) 

3 5  7 

Oligo 1 53.5 2 6.7 18  

Oligo 3 83.9 3 8.4 29.1  
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Células viables de linfoma de linfocitos pequeños (%) (n=5) 

Grupos 
Tiempo de incubación (día) 

3 5  7 

Oligo 4 61.1 3 6.9 29.7  

Oligo 5 57.2 3 7.4 21.3  

Oligo 6 56.2 3 6.1 32.1  

Oligo 7 60.5 4 0.3 31.1  

Oligo 8 50.2 3 7.4 30.2  

Oligo 9 54.2 3 9.7 25.4  

Oligo 10 56.5 3 7.6 29.3  

Medio 81.2 7 8.4 77.1  

2006 67.6 4 5.3 41.1  

2216 68.5 5 8.7 52.1  
 
Ejemplo 5. Regulación positi va de CD40 d e células de lin foma de linfocit os pequ eños ind ucida p or lo s 
oligonucleótidos 
 
1. Preparación de las células humanas de linfoma de linfocitos pequeños 5 
 
Las células h umanas d e linfoma de  lin focitos pequeños se aislaron de p acientes con los proc edimientos descritos en e l 
ejemplo 4. 
 
2. Regulación positiva de CD40 de células de linfoma de linfocitos pequeños inducida por los oligonucleótidos 10 
 
Las cé lulas de linfo ma de lin focitos p equeños se incubaron c on Oligo1 , Oligo 3, Oligo 4, Olig o5, Oligo6, Oligo7, Oli go8, 
Oligo9, Oligo10, 2006 o 2216 respectivamente a una concentración final de 3 µg/ml en medio RPMI 1640 10% de suero AB 
humano (HyClone) a 106 células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleótidos se diluyeron en medio RPMI 1640 
libre de suero (HyClone). Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero  (HyClone)) se usó como un control 15 
(Medio). 
 
En el  d ía 7  después d e la  incubación, la s c élulas s e con taron y tiñ eron con a nticuerpo FIT C-CD40 (Bec ton Dick inson) 
(molecular Probes Inc)(Lena Thyrell, y otros. T he Journal of Biological Chemistry Vol. 279, Núm. 23,  Edición de Ju nio 4, 
págs. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células de linfoma de linfocitos pequeños teñidas con el anticuerpo CD40 se 20 
determinaron por citometría de flujo (B.D. FACS A ria). El resu ltado (Figura-2) mostró que  los o ligonucleótidos regula ron 
positivamente significativamente la expresión de CD40 en las cé lulas de linfoma de linfocitos pequeños, lo que indica que 
los oligonucleótidos se pueden usar para tratar el linfoma de linfocitos pequeños a través de la regulación positiva de CD40 
en las células. La regulación positiva de CD40 promueve la apoptosis de células de linfoma de linfocitos pequeños, induce la 
inhibición del crecimiento las células de linfoma de linfocitos pequeños y rinde células de linfoma de linfocitos pequeños más 25 
inmunogénicas pa ra estimular la  generación de CT Ls específicos por cé lulas de  linfoma de lin focitos pequeños. El 
experimento se repitió cinco veces con resultados similares. 
 
Ejemplo 6 Apoptosis de células B-ALL humanas inducida por los oligonucleótidos 
 30 
1. Preparación de células B-ALL humanas 
 
Se e xtrajeron muestras de s angre d e pacientes B-A LL n o tr atados (p atológicamente identificados) (E l Primer Hospital, 
Universidad Jli n, China ) d espués de obtener el c onsentimiento informado e scrito apr obado. L as P BMCs se ais laron p or 
centrifugación por gradiente de densidad con Ficoll-Paque (Pharmacia).Las células B-ALL CD19+CD10+ en las  PBMCs se 35 
purificaron por medio del uso del kit de aislamiento de células B (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) para > 95% 
de células CD19+CD10+ (células B-ALL). La preparación de las células se realizó bajo la guía de Miltenyi Biotec. 
 
2. Apoptosis de células B-ALL inducida por los oligonucleótidos 
 40 
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Las células B-ALL se i ncubaron con Ol igo1, Oligo3, Ol igo4, Oligo5, Oligo6, O ligo7, Oligo8, Oligo9, O ligo10, 2006 o 2 216 
respectivamente a u na c oncentración final de 3 µ g/ml en medio RPMI 1 640 10% de s uero AB humano (H yClone) a 106 
células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleótidos se diluyeron en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone). 
Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se usó como un control (Medio). 
 5 
En los días 3, 5 y 7 después de la incubación, las células se contaron y tiñero n con tetrametil-rodamina etiléster (TMRE) 
molecular P robes Inc)(L ena T hyrell, y  otro s. T he Journa l of Bio logical Chemistry V ol. 27 9, Núm. 23, Edició n de Junio 4, 
págs. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células B-ALL TMRE positivas (viables) y TMRE-negativas (apoptóticas) se 
determinaron por citometría de fl ujo (B.D. FACS Aria). El número de células B-ALL via bles se calculó por la multip licación 
del conteo de células total con el porcentaje de células TMRE-positivas en cada punto de tiempo. El experimento se realizó 10 
con diez muestras de sangre de pacien tes B-AL L y el re sultado pro mediado (n= 10) most ró q ue lo s oligonuc leótidos 
significativamente indujeron la apoptosis de las células B-ALL (Tabla-3), lo que demostró que los oligonucleótidos se pueden 
usar para tratar B-ALL al inducir la apoptosis de células B-ALL.  
 

Tabla-3. La apoptosis de células B-ALL inducida por los oligonucleótidos 15 

Células B-ALL viables (%) (n=10) 

Grupos 
Tiempo de incubación (días) 

3 5 7 

Oligo 1 66.9 60.1 59.5 

Oligo 3 67.9 64.1 65 

Oligo 4 69.2 66.2 65.7 

Oligo 5 70.6 68.2 67 

Oligo 6 66.4 61 60.3 

Oligo 7 75.9 70.1 69.2 

Oligo 8 80.1 74.9 72.3 

Oligo 9 67.2 63.1 62.9 

Oligo 10 72.6 68.1 65.3 

Medio 91.5  92.7 93.1 

2216 94.9  95 93.5 

2006 62.9  58.4 59 
 
Ejemplo 7 Regulación positiva de CD40 en células B-ALL por los oligonucleótidos 
 
1. Preparación de células B-ALL humanas 
 20 
Las células B-ALL humanas se prepararon a partir de muestras de sangre de pacientes con los procedimientos descritos en 
el ejemplo 6. 
 
Las células B-ALL se incubaron con o sin el Oligo1, Oligo3, Oligo4, Oligo5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10, 200 6 o 
2216 respectivamente a una concentración final de 3 µg/ml en medio RPMI 1640 10% de suero AB humano (HyClone) a 106 25 
células/pocillo en una placa de 48 pocillos. Los oligonucleótidos se diluyeron en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone). 
Un volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se usó como un control (Medio). 
 
En los días 3, 5, 7 después de la incubación, las células se contaron y tiñeron con anticuerpo FITC-CD40 (Becton Dickinson) 
molecular P robes Inc)(L ena T hyrell, y  otro s. T he Journa l of Bio logical Chemistry V ol. 27 9, Núm. 23, Edició n de Junio 4, 30 
págs. 24152-24162, 2004) por 10 minutos. Las células de linfoma de linfocitos pequeños teñidas con el anticuerpo CD40 se 
determinaron por citometría de flujo (B.D. F ACS Aria). E l ex perimento se re pitió con diez muestra s y el resultado 
promediado (Tabla-4) mostró que los o ligonucleótidos regularon positivamente significativamente la expresión de C D40 en 
células B-ALL, lo que indicó que los oligonucleótidos se pueden usar para tratar B-ALL por la regulación positiva de CD40 en 
las células. La regulación positiva de CD40 promueve la apoptosis de células B-ALL , induce la inhibición del crecimiento de 35 
células B-ALL y rinde células B-ALL más inmunogénicas para estimular la generación de CTLs específicas a las células B-
ALL.  
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Tabla-4. Regulación positiva de CD40 en células B-ALL por los oligonucleótidos 

Expresión de CD40 en células de leucemia linfocítica aguda de células B (MFI) (n=10) 

Grupos 
Tiempo de incubación (días) 

3 5  7 

Oligo 1 33.6 3 3.9 34.2  

Oligo 3 29.9 2 9.1 30.2  

Oligo 4 30.1 2 9.9 31.6  

Oligo 5 25.3 2 6.6 26.9  

Oligo 6 32.9 3 2.8 33.1  

Oligo 7 27.8 2 8.1 29.2  

Oligo 8 15.9 1 7.2 17.8  

Oligo 9 28.2 2 8.1 29.2  

Oligo 10 26.9 2 7.4 27.8  

Medio 7.2 7 .9 8.5 

2216 9 .9 9.5 10.6 

2006 33.7 3 3.8 34.1  
 
Ejemplo 8 La producción de IL-10 por B-CLL inducida por los oligonucleótidos 
 5 
1. Preparación de células B-CLL humanas 
 
Las células B-CLL humanas se aislaron a partir de pacientes B-CLL con los procedimientos descritos en el ejemplo 2. 
 
2. Producción de IL-10 por B-CLL inducida por los oligonucleótidos 10 
 
Las célula s B -CLL se cultivaron con o si n el Oligo1, Oligo3, Oligo4 , Olig o5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Olig o10 
respectivamente a una concentración final de 3 µg/ml en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone) a 106 células/pocillo en 
una placa de 48 pocillos por triplicado. Los oligonucleótidos se diluyeron en medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone). Un 
volumen igual del diluido (medio RPMI 1640 libre de suero (HyClone)) se usó como un control (Medio). 15 
 
Los sobrenadantes de cultivo se recogieron a las 24 h o a los puntos de tiempo indicados y se evaluaron para IL-10 en el 
sistema de In munoarreglo Fluorokine MAP  (R& D S ystems). Nuestros d atos m ostraron que la a ctivación con los 
oligonucleótidos llev ó a la producción de un alto n ivel de IL-10 a  partir de las cé lulas B-CL L (T abla-5). Adicionalmente, 
nuestros datos mostraron más aun que la adición de rh-IL-10 exógena (Schering Corp) en cultivos de células B-CLL indujo 20 
células B -CLL apoptóticas e n una manera depen diente de la d osis d e IL-10, q ue podía bloquearse espe cíficamente por 
anticuerpos anti-IL-10 (R & D Systems). Estos descubrimientos demostraron que los oligonucleótidos se pueden usar para 
tratar B-CLL  por in ducir la produc ción de IL -10 q ue p rovoca la apoptosis d e c élulas B-CL L d e mane ra autocrina El  
experimento se repitió con al menos diez muestras de sangre de pacientes B-CLL con resultados similares.  
 25 

Tabla-5. Producción de interleucina-10 a partir de células B-CLL inducida por los oligonucleótidos 
Producción de IL-10 por células B-CLL 

Grupo pg /ml 

Oligo 1 800 

Oligo 3 621 

Oligo 4 469 

Oligo 5 523 
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Producción de IL-10 por células B-CLL 

Grupo pg /ml 

Oligo 6 112 

Oligo 7 576 

Oligo 8 502 

Oligo 9 455 

Oligo 10 752 

Medio 0 1.2 
 
Ejemplo 9 El efecto de los oligonucleótidos en la proliferación de PBMC humanas normales 
 
Las PBMCs humanas se aislaron a partir de concentrados leucocitarios de donantes de sangre normales (Centro de Sangre 
de la provincia Jilin, China) por gradiente de centrifugación con Ficoll-Hypaque (Pharmacia). La viabilidad de los PBMCs fue 5 
95-99% según se determinó por exclusión con azul tripán. 
 
Los PBMC (6X105/pocillo) se colocaron en placas de 96-pocillos de fondo en U (Costar) y se cultivaron con o sin el Oligo1, 
Oligo3, Oligo4, Oligo5, Oligo6, Oligo7, Oligo8, Oligo9, Oligo10, 2006 o 2216 respectivamente a una concentración final de 6 
µg/ml por triplicado por 36 h, seguido por e l pulsado con [ 3H] timidina (New England Nuclear, Boston, MA) por 16 h. Las 10 
células se cosecharon en filtros de fibra de cr istal y se detectaron en un contador de centelleo.  La proliferación celular se 
expresó como cpm (conteos por minuto) (a partir de tripletes de pozos). Se muestran los datos de cinco muestras de sangre 
normal. 2006 y 2216 se usaron en los con troles. Los r esultados mostraron q ue los o ligonucleótidos podían estimular la s 
PBMCs a  pro liferar obviame nte (Figura-3), lo  q ue indica q ue los oligonucleótidos, e n lu gar de ind ucir la apoptosis, s on 
estimuladores de la proliferación para los PBMCs humanos normales y no son tóxicos para las células cultivadas. 15 
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REIVINDICACIONES 

 
1.  Un oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. con núm. de ident.:1 para usar en el tratamiento de la neoplasia 

de células B en un sujeto mamífero. 
   5 
2.  El oligonucleótido de acuerdo con la  reivindicación 1 para usar en el tratamiento de la  neoplas ia de células B de 

acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado porque el oligonucleótido es para inducir la apoptosis de las células 
neoplásicas de células B. 

  
3.  El oligonucleótido de acuerdo con la  reivindicación 1 para usar en el tratamiento de la  neoplas ia de células B de 10 

acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado porque el oligonucleótido es para regular positivamente CD40 en 
las células neoplásicas de células B. 

  
4.  El oligonucleótido de acuerdo con la reivindicación 1 para usar en el tratamiento de la  neoplas ia de células B de 

acuerdo con la re ivindicación 1, caracterizado porque el oligonucleótido es para estimular las células neoplásicas 15 
de células B para producir IL-10. 

  
5.  El oligonucleótido de acuerdo con cualquier reivindicación anterior para usar en el trata miento de la n eoplasia de 

células B de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, en donde dicha neoplasia de células B es leucemia de 
células B, linfoma o mieloma de células B. 20 

  
6.  El oligonucleótido de acuerdo con la  reivindicación 5 para usar en el tratamiento de la  neoplas ia de células B de 

acuerdo con la reivindicación 5, en donde dicha leucemia de células B es leucemia linfocítica crónica de células B o 
leucemia linfocítica aguda de células B. 

  25 
7.  El oligonucleótido de acuerdo con la  reivindicación 5 para usar en el tratamiento de la  neoplas ia de células B de 

acuerdo con la reivindicación 5, en donde dicho linfoma de células B es linfoma de linfocitos pequeños. 
  
8.  El oligonucleótido de acuerdo con cualquier reivindicación anterior para usar en el trata miento de la n eoplasia de 

células B de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, en donde dicho sujeto mamífero es un sujeto humano. 30 
  
9.  El oligonucleótido de acuerdo con cualquier reivindicación anterior para usar en el trata miento de la n eoplasia de 

células B de acuerdo con cualquier reivindicación anterior, el cual es para la administración enteral, parenteral o en 
forma tópica o por inhalación. 

  35 
10.  Un oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. con núm. de indent.: 1 para usar en el tratamiento de la neoplasia 

de células B, que está comprendido dentro de una composición farmacéutica. 
  
11.  Un método para inducir apoptosis de células neoplásicas de células B in vitro, que comprende poner en contacto 

dichas cé lulas ne oplásicas d e c élulas B c on un a compo sición que c omprende un oligonucleó tido que tiene la 40 
secuencia de sec. con núm. de ident.: 1. 

  
12.  Un método para mejora r la exp resión d e CD40  e n célu las neoplás icas d e célula s B, q ue compren de poner e n 

contacto dichas células neoplásicas de células B in vitro con una composición que comprende un oligonucleótido 
que tiene la secuencia de sec. con núm. de ident.:1. 45 

  
13.  Un método para induc ir célu las neoplásicas de células B para producir IL-10, que co mprende poner en contacto 

dichas células neoplásicas de célu las B in vitro con una composición que comprende un oligonucleótido que tiene 
la secuencia de sec. con núm. de ident.:1. 

  50 
14.  El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en donde dichas células neoplásicas de células 

B son  cé lulas de leuce mia linfocítica  crónica de c élulas B (B-CL L), o  células de le ucemia linfocític a aguda de 
células B (B-ALL), o células de linfoma de linfocitos pequeños. 

  
15.  Una composición fa rmacéutica par a usar en el trat amiento de  la neoplasia d e cé lulas B que comprende: (1 ) u n 55 

oligonucleótido que tiene la secuencia de sec. con núm. de ident.:1 y (2) un agente anti-neoplasia de células B. 
  
16.  La comp osición d e acuerdo  co n la reivindicación 1 5, e n donde dicho  a gente anti-neop lasia de  c élulas B es 

quimioterapéuticos, inmunoterapéuticos, o agentes usados en radioterapia. 
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17.  La composición de acuerdo con la reivindicación 16, en donde dichos quimioterapéuticos se seleccionan del grupo 

que consiste de: fludarabina, pentosatina, vincristina, ciclofosfamida, prednisona, CVP (ciclofosfamida, vincristina y 
prenisona), y CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina, y prednisona). 

  5 
18.  La c omposición d e ac uerdo con la  reivindicación 16, e n donde dicho inmunoterapéutico es  u n anticue rpo anti-

CD20. 
  

19.  La composición de acu erdo con la reivindicación 16, en donde dic ha radio tera pia es rad iación ex terna o 
tratamiento con un anticuerpo radiomarcado. 10 

  
20.  El us o d e un oligonucleótido que tie ne la  secuencia  de sec. con  núm. de  ident.:1 para la fa bricación de u n 

medicamento para el tratamiento de la neoplasia de células B. 
  
21.  El uso de acuerdo con la reivindicación 20, en donde la neoplasia de células B es leucemia de células B, linfoma o 15 

mieloma de células B. 
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