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DESCRIPCION
Virus vaccinia para uso en el tratamiento del cancer
1. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente a los campos de la oncologia y la virologia. De forma mas concreta,
se refiere a los poxvirus, que incluyen de manera especifica los virus vaccinia, que comprenden una o mas
mutaciones que los vuelven particularmente adecuados para el tratamiento del cancer

2. Descripcion de la técnica relacionada

La homeostasia del tejido normal es un proceso muy regulado de proliferacién celular y de muerte celular. Puede
aparecer un desequilibrio tanto de la proliferacién celular como de la muerte celular en un estado canceroso
(Solyanik y col., 1995; Stokke y col., 1997; Mumby y Walter, 1991; Natoli y col., 1998; Magi-Galluzzi y col., 1998).
Por ejemplo, el cancer de cuello de Utero, de rifidn, de pulmoén, de pancreas colorrectal y de cerebro son unos pocos
ejemplos de los muchos canceres que pueden aparecer (Erlandsson, 1998; Kolmel, 1998; Mangray y King, 1998;
Gertig y Hunter, 1997; Mougin y col., 1998). De hecho, la incidencia del cancer es tan elevada que se pueden atribuir
al cancer 500.000 muertes cada afio solo en los Estados Unidos.

El mantenimiento de la proliferacién celular y de la muerte celular esta regulado al menos parcialmente por
protooncogenes y supresores tumorales. Un protooncogén o supresor tumoral puede codificar proteinas que inducen
la proliferacion celular (por ejemplo, sis, erbB, src, ras y myc), proteinas que inhiben la proliferacion celular (por
efemplo, Rb, p16, p19, p21, p53, NF1 y WT1) o proteinas que regulan la muerte celular programada (por ejemplo,
bcl-2) (Ochi y col., 1998; Johnson y Hamdy, 1998; Liebermann y col., 1998). Sin embargo, las redisposiciones o
mutaciones genéticas de estos protooncogenes y supresores tumorales dan como resultado la conversion de un
protooncogén en un potente oncogén productor de cancer o convertir un supresor tumoral en un polipéptido inactivo.
A menudo, una Unica mutacion puntual es suficiente para conseguir la transformacion. Por ejemplo, una mutacion
puntual en la proteina p53 supresora del tumor da como resultado la pérdida completa de la funciéon de p53 natural
(Vogelstein y Kinzler, 1992).

Actualmente, existen pocas opciones eficaces para el tratamiento de muchos tipos de canceres. El curso de
tratamiento para un individuo dado depende del diagnostico, la etapa hasta la cual se ha desarrollado la enfermedad
y factores tales como la edad, sexo, y salud general del paciente. Las opciones mas convencionales de tratamiento
del cancer son la cirugia, radioterapia y quimioterapia. La cirugia juega un papel central en el diagnéstico y el
tratamiento del cancer. Normalmente, se requiere una soluciéon quirirgica para la biopsia y para eliminar el
crecimiento del cancer. Sin embargo, si el cancer ha metastatizado y se ha diseminado, es poco probable que dé
como resultado una cura y debe tomarse una solucion alternativa (Mayer, 1998; Ohara, 1998; Ho y col., 1998). La
radioterapia implica una punteria precisa de radiacién de alta energia para destruir las células cancerosas y muy
probablemente cirugia, que es principalmente eficaz en el tratamiento de células cancerosas localizadas no
metastasicas. Los efectos secundarios de la radioterapia incluyen la irritacion de la piel, dificultades para tragar,
sequedad de boca, nauseas, pérdida de pelo y pérdida de energia (Curran, 1998; Brizel, 1998).

La quimioterapia, el tratamiento del cancer con farmacos anticancerosos, es otro modo de tratamiento del cancer. La
eficacia de un tratamiento farmacoldgico anticanceroso dado esta a menudo limitada por la dificultad de conseguir la
liberacion del farmaco a través de tumores sélidos (el-Kareh y Secomb, 1997). Las estrategias quimioterapéuticas se
basan en el crecimiento del tejido tumoral, donde el farmaco anticanceroso se dirige a las células cancerosas en
rapida division. La mayoria de soluciones de quimioterapia incluyen la combinacion de mas de un farmaco
anticanceroso, lo que ha demostrado aumentar la velocidad de respuesta de una amplia variedad de canceres
(Patente de los Estados Unidos 5. 824. 348; Patente de los Estados Unidos 5. 633. 016 y Patente de los Estados
Unidos 5. 798. 339). Un efecto secundario importante mayor de los farmacos en quimioterapia es que afectan
células de tejido normal, siendo las células mas posiblemente afectadas aquellas que se dividen rapidamente en
algunos casos (por ejemplo, médula ésea, tracto gastrointestinal, sistema reproductor y foliculos pilosos). Otros
efectos secundarios téxicos de los farmacos en quimioterapia pueden incluir aftas en la boca, dificultad al tragar,
sequedad de boca, nauseas, diarrea, vomitos, fatiga, sangrado, pérdida de pelo e infeccién.

La inmunoterapia, un area en rapida evolucién en la investigacion del cancer, es otra opcién mas para el tratamiento
de determinados tipos de cancer. Tedricamente, el sistema inmune puede ser estimulado para identificar células
tumorales como dianas y dirigirlas hacia la destruccién. Desafortunadamente, la respuesta no es normalmente
suficiente para evitar el crecimiento de la mayoria de los tumores. Sin embargo, recientemente ha aumentado el
interés en el area de la inmunoterapia por desarrollar métodos que aumenten o suplementen el mecanismo de
defensa natural del sistema inmune. Los ejemplos de inmunoterapias actualmente en investigaciéon o en uso son
adyuvantes inmunes (por ejemplo, Mycobacterium bovis, Plasmodium falciparum, dinitroclorobenceno y compuestos
aromaticos) (Patente de los Estados Unidos 5. 801. 005; Patente de los Estados Unidos 5. 739. 169; Hui y
Hashimoto, 1998; Christodoulides y col., 1998), tratamiento de citoquinas (por ejemplo, interferones (IL-1, GM-CSF y
TNF) (Bukowski y col., 1998; Davidson y col., 1998; Hellstrand y col., 1998), y terapia génica (por ejemplo, TNF, IL-1,
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IL-2, p53) (Qin y col., 1998; Austin-Ward y Villaseca, 1998; Patente de los Estados Unidos 5. 830. 880 y Patente de
los Estados Unidos 5. 846. 945) y anticuerpos monoclonales (por ejemplo, antigangliésidos GM2, anti-HER-2, anti-
p185) (Pietras y col., 1998; Hanibuchi y col., 1998; Patente de los Estados Unidos 5. 824. 311). Dichos métodos,
aunque se muestran prometedores, han demostrado un éxito limitado.

Los virus oncoliticos selectivos para la replicacion se muestran prometedores para el tratamiento del cancer (Kirn y
col., 2001). Estos virus pueden producir la muerte de las células tumorales a través de efectos oncoliticos directos
dependientes de la replicacion y/o efectos oncoliticos dependientes de la expresion del gen virico (Kim y col., 2001).
Ademas, los virus son capaces de aumentar la inducciéon de la inmunidad antitumoral mediada por células en el
interior del hospedador (Todo y col., 2001; Sinkovics y col., 2000). Estos virus se pueden también disefiar mediante
ingenieria genética para expresar transgenes terapéuticos en el interior del tumor con el fin de aumentar la eficacia
antitumoral (Hermiston, 2000)

Sin embargo, existen limitaciones importantes a esta solucion terapéutica. Aunque se puede demostrar un grado de
selectividad tumoral natural para alguna especie de virus, se siguen necesitando nuevas soluciones para disefar
mediante ingenieria genética y/o aumentar la selectividad tumoral de los virus oncoliticos a fin de maximizar la
seguridad. Esta selectividad resultara particularmente importante cuando se utiliza la administracién intravenosa, y
cuando se afaden a estos virus genes terapéuticos potencialmente téxicos para aumentar la potencia antitumoral; la
expresion génica en tejidos normales debera limitarse en gran medida. Ademads, el aumento de la potencia
antitumoral a través de mecanismos adicionales tales como la induccién de la inmunidad antitumoral o dirigida a la
vasculatura asociada al tumor es muy deseable.

Por tanto, se necesitan tratamientos mas eficaces y menos toxicos para el tratamiento del cancer. El uso de virus
oncoliticos presenta un area que se puede desarrollar; sin embargo, necesita superarse la limitacion discutida
anteriormente. Por tanto, la presente invencion se dirige a dichas limitaciones.

Sumario de la invencion

La presente invencién se basa en el descubrimiento de que los virus vaccinia (de cualquier cepa) se pueden alterar
1) para generar un agente que afecte diferencialmente las poblaciones de células o los tipos de tejidos y/o 2) para
generar una forma de virus vaccinia que sea mas infecciosa y capaz de infectar otras células en virtud de la
liberacion mejorada desde una célula infectada. Los virus vaccinia de la invencién, por ejemplo, la cepa
Copenhagen, puede actuar de forma sinérgica con otras terapias (por ejemplo, quimioterapia) y proporcionar efectos
beneficiosos tomando como objetivo la vasculatura tumoral, aunque sin oponerse o inhibir TNF y/o las rutas de INF.
En determinadas realizaciones, se contempla la cepa Copenhagen del virus vaccinia, o de uno de sus derivados.

En algunas realizaciones, el virus vaccinia puede ser mas téxico o terapéuticamente eficaz con respecto a las
células diana, a la vez que es relativamente inocuo para otras células no diana, ya que se clarifican desde las
células no diana a través de una respuesta antivirica. Este agente se puede usar para expresar un virus vaccinia o
un péptido o polipéptido heterélogo en las células diana y/o para infectar letalmente dichas células. Se contempla
particularmente que el virus vaccinia esta “atenuado” con respecto a las células o tejidos no diana, lo que significa
que el virus tiene una virulencia reducida, disminuida, perdida, inhibida, o eliminada, incluyendo su capacidad para
modular una respuesta antivirica endégena del hospedador, incluyendo su capacidad para modular una respuesta
antivirica endégena del hospedador. De esta manera, la presente invencién se refiere a virus vaccinia para el uso en
unos métodos de tratamiento del cancer, tal como se define con mas detalle en la reivindicacion 1 y en las
reivindicaciones dependientes de la anterior. Los virus vaccinia se han alterado para volverlos Utiles para tratar
células o tejidos que tienen una capacidad disminuida para llevar a cabo una respuesta antivirica, ademas de ser
ineficaces con respecto a las células o tejidos normal que pueden inducir una respuesta antivirica eficaz.

El mecanismo por el cual los virus de la invencion se pueden considerar oncoliticos y tienen una mayor seguridad
y/o una eliminacién acelerada a partir de tejidos normales implica la extensién en la cual las células normales, en
oposicion a las células no normales (tales como células o tejidos cancerosos), son capaces de presentar una
respuesta antivirica (es decir, montar, responder y/o inducir una respuesta inmune). Las células o tejidos normales
tienen dicha capacidad, mientras que las células o tejidos cancerosos a menudo no expresan o tienen niveles
reducidos de proteinas celulares que inducen o estan implicadas en la respuesta antivirica. Dichas proteinas
celulares incluyen interferones, TNF, quimioquinas, citoquinas, y otros factores. En las células o tejidos normales, los
virus que se atenuaron y son menos capaces de mostrar una respuesta antivirica se eliminaron facilmente; sin
embargo, en células y/o tejidos no normales, se redujo la respuesta antivirica y, de esta manera, incluso el virus
atenuado no se eliminoé eficazmente. La base de algunas realizaciones de la invencién es que los virus descritos en
el presente documento son una forma mejorada del tratamiento, tal como mediante un aumento de la seguridad y
una reduccion de la toxicidad para las células normales, ya que pueden tener menos efecto sobre células normales,
en contraste con las células no normales. De esta manera, el virus atenuado se replicara preferentemente y
expresara genes en células cancerosas en las que la induccion o la respuesta al interferon, por ejemplo, es reducida
0 esta ausente.
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La presente invencion se refiere al virus vaccinia alterado que comprende una o0 mas mutaciones en su genoma
virico. Las mutaciones se pueden introducir en el virus mediante ingenieria genética recombinante, mediante
mutagénesis aleatoria, o pasando el virus repetidamente. Un virus cuyo genoma virico se ha manipulado utilizando
ingenieria genética recombinante (o el genoma virico de cualquier antecedente) se denomina virus “recombinante”.
La mutacion es una sustitucién de uno o mas restos de &cidos nucleicos. La mutacion se realiza en el gen A34R y
especificamente en la posicién del aminoacido 151.

Un polipéptido virico que actla para inhibir el virus infeccioso de las células, el polipéptido de la forma antiinfecciosa
de EEV, se refiere a un polipéptido virico que tiene una funcién que contribuye directamente a la ausencia del virus
vaccinia en una forma infecciosa de EEV. Por ejemplo, el polipéptido que sujeta o evita la liberacion de la forma de
EEV procedente de la membrana celular es un polipéptido de la forma antiinfecciosa de EEV. Los polipéptidos
implicados en la modulacion de la forma de EEV de un virus incluyen, pero no se limitan a, A34R y B5R del virus
vaccinia, y diversas proteinas diferentes que influencian la produccion de la forma de EEV de los poxvirus. Una
mutacién en el codon 151 de A34R de una lisina a un &cido aspartico (mutacién K151D) convierte la proteina A34R
en menos capaz de sujetar la forma de EEV a la membrana celular.

Se contempla que los virus vaccinia de la invenciéon puedan tener, ademas de la mutacion de A34R en la posicién
151, una mutaciéon en mas de un gen de las siguientes clases de polipéptidos; 1) polipéptidos moduladores de
interferén, 2) polipéptidos control del complemento, 3) polipéptidos moduladores de TNF o de la quimioquina, 4
inhibidores de la serina proteasa, 5) polipéptidos moduladores de IL-13; 6) polipéptidos de la forma no infecciosa de
EEV;y, 7) polipéptidos viricos que actlan para inhibir la liberacién del virus infeccioso a partir de células (polipéptido
de la forma antiinfecciosa del virus). De esta manera,

Los polipéptidos especificos de los virus vaccinia que pueden, ademas de A34R, mutarse o volverse no funcionales
con respecto a al menos una funcion incluyen, pero no se limitan a: A41 L, A53R, B5R, B7R, B8R, B13R, B15R,
B18R, B22R, B28R, B29R, C11R, E3L, K2L, N1L, vC12L, y vCKBP. De esta manera, los virus vaccinia de la
invencion pueden tener mutaciones en uno o mas de estos genes que codifican estos polipéptidos correspondientes
a los virus vaccinia.

En los virus vaccinia de la invencion, un virus vaccinia puede tener la mutacién A34R que se define en la
reivindicacién 1 en combinacién con mutacién(ones) que eliminan al menos una funcién de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, o0 17 de los siguientes polipéptidos: A41L, A53R, B5R, B7R, B8R, B13R, B15R, B18R,
B22R, B28R, B29R, C11R, E3L, K2L, N1L, vC12L, y/o vCKBP.

En algunas realizaciones de la invencion, la cepa Copenhagen o la cepa Western Reserve se muta para generar
virus vaccinia de la invencion. Estas cepas pueden mutarse adicionalmente en una o mas de las siete clases de
polipéptidos descritos anteriormente.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los virus vaccinia de la invencién pueden incluir también
interferon (a, B, y/o v) y/o un agente anticanceroso, tal como un anticuerpo, un agente quimioterapéutico, o un &cido
nucleico que codifica un polipéptido terapéutico contra el cancer.

Las células del cancer que se va a tratar con el virus vaccinia pueden ser células tumorales. El tratamiento de la
célula puede ser in vitro, in vivo, o ex vivo. De esta manera, la célula cancerosa puede estar en un paciente. El
paciente puede tener un tumor sélido. En tales casos, las realizaciones pueden implicar ademas llevar a cabo cirugia
en el paciente, tal como realizar una reseccion en todo o parte del tumor. El tratamiento con el virus vaccinia puede
ser antes, después, o al mismo tiempo que la cirugia, la administracion puede ser también directa, endoscépica,
intratraqueal, intratumoral, intravenosa, intralesional, intramuscular, intraperitoneal, regional, percutanea, topica,
intraarterial, intravesical, o subcutanea. Esta puede ser 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20 o mas veces, y puede sercada 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24
horas,01,2,3,4,5,6,7dias,01,2,3,4,5semanas,o01,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 meses.

Los métodos para tratar el cancer pueden incluir ademas administrar al paciente quimioterapia o radioterapia, que se
puede administrar mas de una vez. La quimioterapia incluye, pero no se limita a, cisplatino (CDDP), carboplatino,
procarbazina, mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina, ifosfamida, melfalan, clorambucilo, bisulfan, nitrosurea,
dactinomcina, daunorubicina, doxorubicina, bleomicina, plicomicina, mitomicina, etopésido (VP16), tamoxifeno,
taxotere, taxol, transplatino, 5-fluorouracilo, vincristina, vinblastina, metotrexato, gemcitabina, oxaliplatino, irinotecan,
topotecan, o cualquier analogo o variante derivada de los mismos. El tratamiento de radiacion incluye, pero no se
limita a, irradiacion de rayos X, irradiacion UV, irradiacion v, radiacién de haz de electrones, o microondas. Ademas,
se puede administrar una proteasa o peptidasa a una célula o paciente para aumentar la produccién de la forma
infecciosa de EEV del virus a partir de células. La peptidasa o proteasa puede estar incluida en composiciones
farmacéuticas que incluyen también virus. Ademas, se puede administrar un agente estabilizador de microtubulos a
una célula o un paciente, incluyendo, pero sin limitarse a, taxano, como parte de los métodos de la invencién. De
forma especifica, se puede emplear una cepa Western reverse o Copenhagen del virus vaccinia junto con taxol para
conseguir un efecto terapéutico sobre una célula cancerosa o en un paciente con cancer.
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En algunas realizaciones, el cancer que se va a tratar es cancer de vejiga, hematoldgico, de hueso, de médula 6sea,
ce cerebro, de mama, colorrectal, de eséfago, gastrointestinal, de cabeza, de rii6n, de higado, de pulmén,
nasofaringeo, de cuello, de ovario, de pancreas, de préstata, de piel, de estbmago, de testiculo, de lengua, o de
Gtero.

En otras realizaciones de la invencion, el virus vaccinia atenuado incluye ademas una secuencia de acido nucleico
que codifica un polipéptido terapéutico heterdlogo. El polipéptido terapéutico heterélogo es un supresor tumoral,
inmunomodulador, inhibidor de la angiogénesis, polipéptido antivascular, polipéptido citotdxico, inductor de la
apoptosis, enzima activadora de profarmaco, o un polipéptido citostatico en diferentes realizaciones de la invencion.

El virus vaccinia atenuado puede ser de la cepa IHD-J o comprender una mutacion K151 en A34R. Tal como se
menciona, el virus vaccinia comprende una mutacion en el gen que codifica una proteina A34R. En algunos casos,
la mutaciéon da como resultado una mutacion K151D. De manera similar, son Utiles las lineas celulares humanas
para la produccion de la forma reforzada de EEV del virus vaccinia. Dichas lineas celulares se pueden infectar con el
virus vaccinia, tienen virus vaccinia, o construcciones de expresion del virus vaccinia, y pueden expresar en exceso
al menos un polipéptido inhibidor del complemento. El polipéptido inhibidor del complemento puede ser CD55,
CD46, o CD59.

El virus vaccinia atenuado tal como se describe en el presente documento es adecuado para tratar el cancer residual
microscopico tras la reseccién del tumor.

Se pueden usar también los virus en otros métodos, por ejemplo, los métodos que incluyen tratar a un sujeto que
tiene un tumor que comprende: (i) desvelar quirirgicamente el tumor; y (ii) poner en contacto dicho tumor con el
virus vaccinia atenuado.

Los métodos adicionales para tratar a un sujeto que tiene un tumor incluyen la perfusién del tumor, durante un
periodo extendido de tiempo, con un virus vaccinia atenuado. Aunque en otras realizaciones, existen métodos para
inhibir la enfermedad metastasica en un sujeto que tiene cancer que comprende administrar al sujeto un virus
vaccinia atenuado, confiriendo de este modo un beneficio terapéutico al sujeto. El término “beneficio terapéutico”
utilizado a lo largo de esta solicitud se refiere a cualquier cosa que promueva o aumente el bienestar del sujeto con
respecto al tratamiento médico de su dolencia, que incluye el tratamiento previo del cancer y el cancer. Una lista de
ejemplos no exhaustivos de estos incluye el alargamiento de la vida del sujeto en cualquier lapso de tiempo, la
disminucioén o el retraso en el desarrollo neoplasico de la enfermedad, la disminucién en la hiperproliferacion, la
reduccion en el crecimiento del tumor, el retraso de la metastasis, la reduccién en la velocidad de proliferacion de
células cancerosas o células tumorales, y la disminucion del dolor en el sujeto que se puede atribuir a la dolencia del
sujeto.

Se pueden también concebir métodos para tratar un tumor resistente a multifArmacos en un paciente que
comprenden i) administrar al paciente un virus vaccinia atenuado y ii) administrar quimioterapia o radioterapia al
paciente, confiriendo de este modo un beneficio terapéutico al sujeto. Ademas, existen métodos para volver un
tumor no extirpable en un paciente en apto para extirpacidon que comprenden administrar al paciente una cantidad
eficaz de un virus vaccinia atenuado y extirpar todo o parte del tumor. De forma alternativa, se puede concebir un
método para tratar un paciente de cancer cuyo cancer es resistente a quimioterapia o radioterapia que comprende
administrar al paciente un virus vaccinia atenuado y administrar quimioterapia o radioterapia al paciente.

El uso de la palabra “un” o “uno” cuando se usa junto con el término “que comprende” en las reivindicaciones y/o en
la memoria descriptiva puede significar “una unidad”, pero es también consistente con el significado de “uno o mas”
“al menos uno” y “uno 0 mas de uno”.

Breve descripcion de las figuras

Las FIG. 1A y 1B ilustran un ejemplo de replicacion de la cepa de virus Vaccinia de la linea de células A2780 de
carcinoma de ovario humano (FIG. 1A) y en la linea de células HCT116 de carcinoma de colon humano (FIG. 1B).
(El eje x es la cepa y el eje y son las unidades formadoras de placa por ml +/- S.E.)

La FIG. 2 ilustra un ejemplo de replicacion de virus vaccinia en células bronquioepiteliales humanas normales
(NHBE). (El eje x es la cepa y el eje y son las unidades formadoras de placas por ml +/- S.E)

La FIG. 3 ilustra un ejemplo de la relacion de rotura en células cancerosas (A2780) a células normales (NHBE)
(relacién de rotura) para cepas de virus vaccinia (el eje x es la cepa y el eje y es la relacién de rotura).

La FIG. 4 ilustra un ejemplo de la relacién de rotura en células cancerosas (HCT116) a células normales (NHBE)
(relacion de rotura) para cepas de virus vaccinia (el eje x es la cepa y el eje y es la relacion de rotura). La relacion
de rotura es la relacién entre las UFP de una célula tumoral en comparaciéon con las UFP de una célula normal o
no tumoral.

Las FIG. 5A y 5B ilustran el analisis del isobolograma a modo de ejemplo derivado de los datos presentados en las
FIG 6, 7, 8 y 9 que ejemplifican la sinergia entre el virus vaccinia (cepa Copenhagen) y paclitaxel en las lineas de
células HCT116 (FIG. 5B) y LNCaP (FIG. 5A).

La FIG. 6 ilustra los datos de proliferacion de células HCT116 a modo de ejemplo derivados de un ensayo MTS a
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modo de ejemplo utilizando combinaciones de paclitaxel y virus vaccinia.

La FIG. 7 ilustra los datos de proliferacion de células HCT116 a modo de ejemplo derivados de un ensayo MTS a
modo de ejemplo utilizando combinaciones de paclitaxel y virus vaccinia.

La FIG. 8 ilustra los datos de proliferacion de células LNCaP a modo de ejemplo derivados de un ensayo MTS a
modo de ejemplo utilizando combinaciones de paclitaxel y virus vaccinia.

La FIG. 9 ilustra los datos de proliferacion de células LNCaP a modo de ejemplo derivados de un ensayo MTS a
modo de ejemplo utilizando combinaciones de paclitaxel y virus vaccinia.

La FIG. 10 ilustra un estudio a modo de ejemplo donde se infectaron células resistentes a IFN y sensibles a IFN
con un tratamiento de WR o WR-B18R(-) +/- IFN (tratadas 5 horas después de la infeccion con IFN-alfa).

Descripcion de realizaciones ilustrativas

La presente invencidon se refiere a virus vaccinia oncoliticos para el tratamiento del cancer. Se pueden disefar
mediante ingenieria genética virus vaccinia para ser mas eficaces o0 mas eficientes en las células destructoras de
canceres y/o ser menos toxicos o dafinos a las células no cancerosas. De forma mas especifica, los virus vaccinia
pueden mutarse para modificar productos génicos de tal manera que las modificaciones vuelven a los virus mas
capaces de infectar al hospedador, mas capaces de infectar células cancerosas.

A. Virus vaccinia

Los virus son inactivados, inhibidos o eliminados frecuentemente por moléculas inmunomoduladoras tales como
interferones (a, B, y) y el factor a de necrosis tumoral (TNF) (Moss, 1996). Los tejidos del hospedador y las células
inflamatorias / inmunes secretan con frecuencia estas moléculas en respuesta a la infeccion virica. Estas moléculas
pueden tener efectos antiviricos directos y/o efectos indirectos a través del reclutamiento y/o la activacion de las
células inflamatorias y los linfocitos. Dada la importancia de estos mecanismos de eliminacién inmunolégicos, los
virus han evolucionado para expresar productos génicos que inhiben la inducciéon y/o la funcién de estas
citoquinas/quimioquinas e interferones. Por ejemplo, el virus vaccinia (VV) codifica la proteina vCKBP (B29R)
secretada que se une e inhibe las quimioquinas CC (por ejemplo, RANTES, eotaxina, MIP-1 alfa) (Alcami y col,
1998). Algunas cepas VV expresan también una proteina virica secretada que se une e inactiva TNF (por ejemplo,
Lister A53R) (Alcami y col., 1999). La mayoria de las cepas de poxvirus tienen genes que codifican las proteinas
secretadas que se unen e inhiben la funcion de los interferones o/ (por ejemplo, B18R) o interferén v (B8R). vC12L
es una proteina de unién a IL-18 que evita que iL-18 induzca la activacion de IFN-y y células NK/linfocitos T
citotéxicos

La mayor parte de la investigacion sobre la virulencia de los poxvirus se ha llevado a cabo en ratones. Muchas, pero
no todas de estas proteinas son activas en ratones (B18R, por ejemplo, no lo es). En situaciones en las que estas
proteinas son activas contra las versiones de la citoquina diana en ratén, la delecion de estos genes conduce a una
reduccion de la virulencia y a un aumento de la seguridad en mutantes VV con deleciones o mutaciones funcionales
en estos genes. Ademas, la respuesta inflamatoria/inmune contra, y la eliminacion virica de estos mutantes esta
aumentada a menudo en comparacion con la cepa del virus parental que expresa la proteina inhibidora. Por
ejemplo, la delecién de la familia de proteinas T1 de 35 kDa secretadas por poxvirus (proteinas de union /
inhibidoras de quimioquinas) puede conducir a un marcado aumento en la infiltracién de leucocitos en los tejidos
infectados con virus (Graham y col, 1997). La delecion del gen vC12L en VV conduce a una reduccién en los titulos
viricos / toxicidad tras la administracion intranasal en ratones; ademas, la actividad de las células NK y los linfocitos
T citotéxicos aumenta junto con la induccion de IFN-y (Smith y col., 2000). En resumen, los productos génicos viricos
funcionan para disminuir la respuesta inmune antivirica y la infiltracion de las células inflamatorias en los tejidos
infectados con virus. La pérdida de la funcion de la proteina a través de la delecién/mutacion conduce a una
disminucién de la virulencia y/o a un aumento de las propiedades proinflamatorias del virus en el interior de los
tejidos hospedadores.

Las citoquinas y quimioquinas pueden tener potentes efectos antitumorales (Vicari y col., 2002; Homey y col., 2002).
Estos efectos pueden ser directamente sobre las propias células tumorales (por ejemplo, TNF) o pueden ser
indirectamente a través de los efectos sobre células no cancerosas. Un ejemplo de lo ultimo es TNF, que puede
tener efectos antitumorales produciendo toxicidad en vasos sanguineos asociados a tumores, esto conduce a una
pérdida del flujo sanguineo en el tumor seguida por necrosis tumoral. Ademas, las quimioquinas pueden actuar para
reclutar (y en algunos casos activar) las células inmunoefectoras tales como neutréfilos, eosinéfilos, macréfagos y/o
linfocitos. Estas células inmunoefectoras pueden producir la destruccién del tumor mediante numerosos
mecanismos. Estos mecanismos incluyen la expresién de citoquinas antitumorales (por ejemplo, TNF), la expresion
del ligando de fas, la expresion de la perforina y la granzima, el reclutamiento, de linfocitos citoliticos naturales, etc.
La respuesta inflamatoria puede conducir eventualmente a la inducciéon de una inmunidad sistémica especifica de
tumor. Finalmente, muchas de estas citoquinas (por ejemplo, TNF) o quimioquinas pueden actuar de forma sinérgica
con la quimioterapia y el tratamiento de radiacion para destruir los tumores.

La administracion sistémica clinicamente eficaz de las versiones recombinantes de estas proteinas
inmunoestimuladoras no es factible debido a 1) se induce una grave toxicidad con la administracion sistémica y 2) se
necesita la expresion local en el interior del tejido tumoral para estimular la infiltracion local y los efectos
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antitumorales. Se necesitan soluciones para alcanzar altas concentraciones locales de estas moléculas en el interior
de las masas tumorales minimizando a la vez los niveles en la circulacién sistémica. Se pueden disenar virus
mediante ingenieria genética para expresar genes de citoquinas o quimioquinas en un intento de aumentar su
eficacia. La expresion de estos genes a partir de vectores selectivos para la replicacion tiene potenciales ventajas
sobre la expresion a partir de vectores sin replicacion. La expresion de virus con replicaciéon puede dar como
resultado concentraciones locales mayores en el interior de las masas tumorales, Ademas, los virus con replicacién
pueden ayudar a inducir la actividad antitumoral a través de la destruccidén/oncolisis de las células tumorales y la
liberacion de antigenos tumorales en un entorno proinflamatorio. Sin embargo, existen algunas limitaciones a esta
solucion. Surgen graves riesgos para la seguridad derivados del potencial para la liberaciéon en el entorno de un virus
competente para la replicacion de un gen que puede ser tdxico si se expresa en concentraciones locales altas. Los
virus que expresan potentes genes proinflamatorios procedentes de su genoma pueden de este modo suponer un
riesgo para la seguridad en el paciente tratado y en el publico general. Incluso con virus selectivos para la
replicacién que expresan estos genes dirigidos hacia el tumor puede producirse la expresion génica en tejidos
normales que da como resultado toxicidad. Ademas, las limitaciones de tamafo evitan la expresién de genes
multiples y/o grandes a partir de virus, tales como adenovirus; estas moléculas actuaran definitivamente de forma
mas eficaz en combinacién. Finalmente, muchos de los virus oncoliticos en uso expresan proteinas antiinflamatorias
y por tanto estos virus contrarrestaran la induccion de un medio proinflamatorio en el interior de la masa tumoral
infectada. El resultado sera inhibir la induccion de la inmunidad antitumoral, los efectos antivasculares y la
sensibilizacion a la quimioterapia/radioterapia.

1. Polipéptidos moduladores del interferén

El interferén a/B bloquea la replicacion virica a través de algunos mecanismos. El interferén vy tiene efectos
inhibidores viricos directos mas débiles, pero es un potente inductor de la inmunidad mediada por células a través de
diversos mecanismos. Los virus han evolucionado para expresar productos génicos secretados que son capaces de
contrarrestar los efectos antiviricos de los interferones. Por ejemplo, el virus vaccinia (y otros poxvirus) codifican las
proteinas B8R y B18R secretadas que se unen al interferén vy a/B, respectivamente.

(Smith y col., 1997; Symons y col., 1995; Alcami y col., 2000). Un ejemplo adicional del producto génico de vaccinia
que reduce la induccion del interferén es el inhibidor B13R de la caspasa 1 que inhibe la activacion del factor IL-18
inductor del interferdn-y. Los polipéptidos moduladores del interfer6n incluyen, pero no se limitan a, B18R, que se
puede denominar B19R en otras cepas viricas, tal como la cepa Copenhagen del virus Vaccinia; B8R; B13R; vC12L;
A53R; E3L y otros polipéptidos viricos con actividades o propiedades similares. Los polipéptidos moduladores de
IFN pueden dividirse en las categorias no exclusivas de aquellos que modulan preferentemente IFNa y/o las rutas 8
(tales como B18R, B8R, B13R, o vC12L) y aquellos que modulan las rutas de IFNy (por ejemplo, B8R, B13R, o
vC12L).

Las células cancerosas son frecuentemente resistentes a los efectos de los interferones. Estan implicados
numerosos mecanismos. Estos incluyen el hecho de que la activacion de la ruta de transduccion de la senal de ras
(por ejemplo, mediante la mutacién de ras, la expresién en exceso/mutacién del receptor del factor de crecimiento en
la direccion 5, etc.), una caracteristica comun de las células cancerosas, conduce a la inhibicion de PKR. Ademas,
los linfocitos estan inhibidos a menudo en las masas tumorales por varios mecanismos que incluyen la produccion
de IL-10 y la expresion de fas-L por las células tumorales. Debido a que los linfocitos son una fuente principal de
produccion de interferon-y, la inhibicion de los linfocitos conduce a una inhibicion en la produccion de interferon-y en
los tumores. Por tanto, las masas tumorales tienden a ser reductos con respecto a los efectos de los interferones.
Ademas, los propios interferones pueden tener efectos antitumorales. Por ejemplo, IFN-y puede aumentar la
presentacién del antigeno asociada a MHC de clase |. Esto permitira una destruccién mas eficaz de las células
tumorales mediada por LTC. IFN o/B, por ejemplo, puede bloquear la angiogénesis en el interior de las masas
tumorales y bloquear por tanto el crecimiento del tumor.

2. Polipéptidos control del complemento

Un mecanismo principal para la eliminacién de patégenos viricos es la destruccion de las células infectadas en el
interior del hospedador o de los viriones en el interior de un organismo mediante mecanismos dependientes del
complemento. Cuando la célula infectada muere es incapaz de continuar la produccién del virus infeccioso. Ademas,
durante la apoptosis, las enzimas intracelulares se liberan, o que produce que el ADN se degrade. Estas enzimas
pueden conducir a la degradacién del ADN virico y a la inactivacién del virus. Se puede inducir la apoptosis
mediante numerosos mecanismos que incluyen la unién del complemento activado y el complejo de ataque a la
membrana del complemento. Los poxvirus tales como vaccinia han evolucionado para expresar productos génicos
que son capaces de contrarrestar la eliminacion del virus y/o de las células infectadas con el virus mediado por el
complemento. Estos genes evitan por tanto la apoptosis e inhiben la eliminacion virica mediante mecanismos
dependientes del complemento, permitiendo de esta manera que proceda la infeccién virica y que aumente la
virulencia virica. Por ejemplo, las proteinas control del complemento del virus vaccinia (VCP, por ejemplo, C21l)
tienen papeles en la prevencién de la muerte celular y/o la inactivacién del virus mediada por el complemento (Isaac
y col., 1992). VCP tiene también efectos antiinflamatorios debido a que su expresién disminuye la infiltracion de
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leucocitos en tejidos infectados viricamente. Los péptidos control del complemento incluyen, pero no se limitan a,
VCP, conocido también como C3L o C21L.

Las células cancerosas expresan en exceso con frecuencia las proteinas anti-complemento celulares; esto permite a
las células cancerosas sobrevivir al atague del complemento por los anticuerpos +/- especificos del tumor (Caragine
y col., 2002; Durrant y col., 2001; Andoh y col. 2002). Por tanto, los agentes que se dirigen preferentemente a las
células tumorales debido a su resistencia inherente a la destruccién mediada por el complemento tienen selectividad
y eficacia potencial en un amplio intervalo de canceres humanos (Durrant y col., 2001). Ademés, uno de los hitos de
las células cancerosas es una pérdida de los mecanismos apoptoticos normales (Gross y col, 1999). La resistencia a
la apoptosis promueve la carcinogénesis asi como la resistencia a los agentes antitumorales que incluyen los
agentes inmunoldgicos, quimioterapéuticos y radioterapéuticos (Eliopoulos y col., 1995). La inhibicion de la
apoptosis puede estar mediada por una pérdida de funcién de la molécula pro-apoptética (por ejemplo, bax), un
aumento en los niveles de moléculas anti-apoptoticas (por ejemplo, bcl-2) y finalmente una pérdida de sensibilidad
del complemento

3. Polipéptidos moduladores de TNF

Uno de los diversos mecanismos para la eliminaciéon de patégenos viricos es la muerte de las células infectadas en
el interior del hospedador mediante la induccion de la apoptosis, tal como se ha descrito anteriormente. Se puede
inducir la apoptosis mediante numerosos mecanismos que incluyen la uniéon de TNF y la linfotoxina-alfa (LTa) a los
receptores de TNF celulares, que estimulan las cascadas de sefalizacion intracelulares. La activacién de la funcion
de los receptores de TNF en la regulacion de las respuestas inmunes e inflamatorias, asi como la induccién de la
muerte células apoptoética (Wallach y col., 1999).

Diversas cepas de poxvirus, incluyendo algunas cepas de virus vaccinia, han evolucionado para expresar productos
génicos que son capaces de contrarrestar la eliminacién del virus y/o las células infectadas con virus mediado por
TNF. Las proteinas codificadas por estos genes evitan las actividades proinflamatorias y de induccién de la
apoptosis de TNF uniendo y secuestrando el TNF extracelular, dando como resultado la inhibicién de la eliminacién
virica. Como los virus no se eliminan, puede continuar la infeccién virica, y, de esta manera, la virulencia virica
aumenta. Varios miembros de la familia de los poxvirus expresan los receptores de TNF viricos secretados (VTNFR).
Por ejemplo, algunos poxvirus codifican los vTNFR, tales como mixoma (proteina T2), cepas de la viruela vacuna y
del virus vaccinia, tales como Lister, pueden codificar una o mas de las proteinas CrmB, CrmC (A53R), CrmD, CrmE,
B28R y/o de sus equivalentes. Estos VINFR tienen papeles en la prevencion de la muerte celular y/o en la
inactivacion del virus mediadas por TNF (Saraiva y Alcami, 2001). Los polipéptidos moduladores de TNF incluyen,
pero no se limitan a, A53R, B28R (esta proteina esté presente, pero puede estar inactiva en la cepa Copenhagen del
virus vaccinia) y en otros polipéptidos con actividades o propiedades similares.

Uno de los hitos de las células cancerosas es la expresion génica anémala, que puede conducir a una pérdida de
sensibilidad a numerosos mecanismos moleculares de la modulacion del crecimiento, tales como sensibilidad a las
actividades anticancerosas de TNF. De esta manera, puede que no se requieran mecanismos inmunomoduladores
viricos para la propagacién de un virus en el interior del microentorno del tumor.

4. Inhibidores de la serina proteasa

Un mecanismo principal para la eliminacion de patégenos viricos es la induccion de la apoptosis en células
infectadas en el interior del hospedador. Cuando la célula infectada muere es incapaz de continuar la produccién del
virus infeccioso. Ademas, durante la apoptosis, se liberan las enzimas intracelulares que degradan el ADN. Estas
enzimas pueden conducir a la degradacion del ADN virico y a la inactivacion del virus. Se puede inducir la apoptosis
mediante numerosos mecanismos que incluyen la unién de citoquinas (por ejemplo, factor de necrosis tumoral),
produccion de granzima por linfocitos T citotoxicos o unién del ligando de fas; la activacion de la caspasa es una
parte critica de la ruta final de la apoptosis comun. Los virus han evolucionado para expresar los productos génicos
que son capaces de contrarrestar la cascada de sefalizacion intracelular inducida por dichas moléculas que incluyen
el ligando de fas o el factor de necrosis tumoral (TNF) / moléculas relacionadas con TNF (por ejemplo, los genes E3
10.4/ 14.5, 14.7 de adenovirus Wold y col., 1994); E1B de 19kD de adenovirus (Boyd y col., 1994); crmA del virus de
la viruela vacuna; B13R del virus vaccinia) (Dobbelstein y col., 1996; Kettle y col., 1997). Estos productos génicos
evitan la apoptosis mediante moléculas inductoras de la apoptosis y de esta manera permiten que continte la
replicacién virica a pesar de la presencia de citoquinas antiviricas inductoras de la apoptosis, fas, granzima u otros
simuladores de la apoptosis.

VV SPI-2/ B13R es fuertemente homologo del virus de la viruela vacuna CrmA; SPI-1 (VV) es muy homélogo de
CrmA (Dobbelstein y col., 1996). Estas proteinas son serpinas (inhibidores de la serina proteasa) y CrmA y SPI-2
tienen papeles en la prevencion de diversas formas de la apoptosis. La inhibicién de la enzima convertidora de
interleuquina 1B (ICE) y la granzima, por ejemplo puede evitar la apoptosis de la célula infectada. Estos productos
génicos tienen también efectos antiinflamatorios. Son capaces de inhibir la activacién de IL-18 que a la vez podria
disminuir la induccion de IFN-y mediada por IL-18: Se inhiben por tanto los efectos inmunoestimuladores de IFN-y
sobre la inmunidad mediada por células (Kettle y col., 1997). Los SPI incluyen, pero no se limitan a B13R, B22R, y
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otros polipéptidos con actividades o propiedades similares.

Uno de los hitos de las células cancerosas es la pérdida de mecanismos apoptéticos normales (Gross y col., 1999).
La resistencia a la apoptosis promueve la carcinogénesis asi como la resistencia a los agentes antitumorales
incluyen agentes inmunoldgicos, quimioterapéuticos y radioterapéuticos (Eliopoulus y col., 1995). La inhibicion de la
apoptosis puede estar mediada por una pérdida de funcién de la molécula proapoptética (por ejemplo, bax) o un
aumento en los niveles/funcion de las moléculas antiapoptéticas (por ejemplo, bcl-2)

5. Polipéptidos moduladores de II-1$

IL-1B8 es uno de los factores biolégicamente activos que actia localmente y también sistémicamente. Solo se han
descrito unas pocas diferencias funcionales entre IL-18 e IL-1a. Las numerosas actividades biolégicas de IL-18
estan ejemplificadas por los muchos acronimos diferentes bajo los cuales se ha descrito IL-1. IL-1 no muestra
especificidad de especie con la excepcion de que IL-1B esta inactiva en células de porcino. Alguna de las
actividades bioldgicas de IL-1 estan indirectamente mediadas por la induccion de la sintesis de otros mediadores
que incluyen ACTH (Corticotropina), PGE2 (prostaglandina E2), PF4 (factor-4 de plaquetas), CSF (factores
estimuladores de colonias), IL-6, e IL-8. Se puede inducir la sintesis de IL-1 por otras citoquinas que incluyen TNF-q,
IFN-a, IFN-B and IFN-y y también por endotoxinas bacterianas, virus, mitdgenos, y antigenos. La principal actividad
biolégica de IL-1 es la estimulacion de los linfocitos T auxiliares, que estan inducidos para secretar IL-2 y para
expresar los receptores de IL-2. Los macréfagos infectados por virus producen grandes cantidades de un inhibidor
de IL-1 que puede soportar infecciones oportunistas y la transformacion de células en pacientes con defectos de
maduracion de los linfocitos T actla directamente sobre los linfocitos B, promoviendo su proliferacion y la sintesis de
inmunoglobulinas. IL-1 funciona también como uno de los factores que hace que los linfocitos B sean sensibles a IL-
5. IL-1 estimula la proliferacién y la activacion de células NK y fibroblastos, timocitos, células del glioblastoma.

El blogueo de la sintesis de IL-1B por la proteina virica se considera una estrategia virica que permite que se
supriman o disminuyan las reacciones antiviricas sistémicas estimuladas por IL-1. Las proteinas de unién blogquean
eficazmente las funciones de IL-1 con actividad similar a la que se ha encontrado en B15R que también esta
codificada por genes del virus de la viruela vacuna. El virus vaccinia codifica también otra proteina, designada B8R
que se comporta de forma similar a un receptor de las citoquinas (Alcami y Smith, 1992; Spriggs y col., 1992). Los
péptidos moduladores de IL-1 incluyen, pero no se limitan a, B13R, B15R, y otros polipéptidos con actividades o
propiedades similares.

Uno de los hitos de las células cancerosas es la expresion andémala del gen, que puede conducir a una pérdida de
sensibilidad hacia numerosos mecanismos moleculares para la modulacién del crecimiento, tales como sensibilidad
a las actividades anticancerosas de IL-1. De esta manera, pueden no necesitarse mecanismos inmunomoduladores
viricos para la propagacion de un virus en el interior del microentorno del tumor.

6. Forma del EEV

La diseminacion virica hacia los sitios metastasicos del tumor, e incluso la diseminacion en el interior de una masa
tumoral sélida infectada, es generalmente poco eficaz (Heise y col., 1999). La administracién intravenosa da como
resultado normalmente una eliminacién o inactivacién virica por los anticuerpos (por ejemplo, adenovirus) (Kay y
col., 1997) y/o el sistema del complemento (por ejemplo, VHS) (lkeda y col., 199). Ademas de estos mecanismos
inmunomediados, la biodistribucion de estos virus da como resultado una gran mayoria de virus intravenosos que se
depositan en el interior de tejidos normales mas bien que en las masas tumorales. Los adenovirus intravenosos, por
ejemplo, terminan principalmente en el interior del higado y el bazo; menos de un 0,1 % de los virus que entran se
depositan en el interior de los tumores, incluso en ratones inmunodeficientes (Heise y col., 1999). Por tanto, aunque
se puede demostrar alguna modesta eficacia antitumoral con dosis relativas extremadamente altas, en modelos de
tumores de ratones inmunodeficientes, la administracion intravenosa es extremadamente poco eficaz y limita
significativamente la eficacia.

El virus vaccinia tiene la capacidad de replicarse en el interior de tumores sélidos y produce necrosis. Ademas, los
mutantes de delecién de la timidina quinasa pueden infectar masas tumorales y tejido de ovario y expresar
generalmente genes marcadores preferentemente en sistemas de modelos tumorales de raton (Gnant y col., 1999).
Sin embargo, debido a que estos estudios determinaron generalmente el direccionamiento del tumor basandose en
la expresién del gen marcador después > 5 dias, resulta poco claro si el virus se deposita preferentemente en,
expresa genes en o se replica en el tejido tumoral/ovarico (Puhlmann y col., 2000). Con respecto al mecanismo, la
eficacia antitumoral del virus sin transgenes adicionales no fue estadisticamente significativa (Gnant y col., 1999). En
contraste, la inyeccion intratumoral del virus tuvo una significativa eficacia antitumoral (McCart y col., 2000). Por
tanto, podria mejorarse la eficacia i.v. si se mejorara la administracion al tumor.

El virus vaccinia se replica en células y produce virus intracelulares (IMV, virus maduro intracelular; IEV virus de
envoltura intracelular) y virus extracelulares (EEV, virus de envoltura extracelular; CEV, virus extracelular asociado a
célula) (Smith y col., 1998). IMV representa aproximadamente un 99 del rendimiento virico tras la replicacién de las
cepas de virus vaccinia naturales. Esta forma de virus es relativamente estable en el entorno, y por tanto, es
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principalmente responsable de la diseminacién entre individuos; en contraste, este virus no se disemina eficazmente
en el interior del hospedador infectado debido a la liberacion poco eficaz de las células y la sensibilidad al
complemento y/o la neutralizacién del anticuerpo. En contraste, el EEV se libera en el medio extracelular y
representa normalmente aproximadamente un 1 % del rendimiento virico (Smith y col, 1998). El EEV es
responsable de la diseminacién virica en el interior del hospedador infectado y se degrada de forma relativamente
facil fuera del hospedador. De manera importante, el EEV ha desarrollado algunos mecanismos para inhibir su
neutralizacion en el interior del torrente sanguineo. En primer lugar, el EEV es relativamente resistente al
complemento (Vanderplasschen y col., 1998); esta caracteristica es debida a la incorporacién de inhibidores del
complemento de las células hospedadoras en su revestimiento de la membrana externa mas la secrecién de la
proteina control del complemento del virus vaccinia (VCP) en el ambiente extracelular local. En segundo lugar, el
EEV es relativamente resistente a la neutralizacion de los efectos de los anticuerpos en comparacioén con IMV (Smith
y col., 1997). El EEV se libera también en puntos temporales tempranos tras la infeccion (por ejemplo, 4-6 horas que
si fuera IMV (que se libera solo durante / después de la muerte celular), y por tanto la diseminacién de la forma del
EEV es mas rapida (Blasco y col., 1993).

Desafortunadamente, sin embargo, las cepas de vaccinia naturales producen solo cantidades muy pequefias del
EEV, relativamente. Ademas, los procedimientos de fabricacién y purificacién normalizados de virus vaccinia (VV)
conducen a la inactivaciéon del EEV (Smith y col., 1998), y las lineas de células no humanas se usan frecuentemente
para fabricar el virus; los EEV procedentes de células no humanas no estaran protegidos de la eliminacion mediada
por el complemento (las proteinas inhibidoras del complemento adquiridas de la células por el EEV tienen efectos
restringidos para la especie). La eficacia del virus vaccinia queda de este modo limitada por la sensibilidad relativa
de la forma del IMV hacia la neutralizacién y por su diseminacion poco eficaz al interior de masas sélidas tumorales;
esta diseminacion se produce normalmente entre células adyacentes. La diseminacién del IMV hacia masas
tumorales distantes, tanto a través del torrente sanguineo como a través de los ganglios linfaticos, es también poco
eficaz.

Por tanto, la forma de EEV rara del virus vaccinia ha adquirido naturalmente caracteristicas que la hacen superior a
la forma del virus vaccinia utilizada en pacientes hasta la fecha (IMV); el EEV esta optimizado para una rapida y
eficaz diseminacién a través de tumores sélidos localmente y a sitios del tumor regionales o distantes. Debido a que
el EEV es relativamente resistente a los efectos del complemento, cuando crece en un tipo de célula procedente de
las misma especie, esta forma del virus tendra una estabilidad mejorada y retendra la actividad mas tiempo en la
sangre tras la administracién intravascular que las preparaciones normalizadas del virus vaccinia (que contienen
exclusivamente el INV) (Smith y col., 1998). Debido a que el EEV es resistente a la neutralizacion mediada por
anticuerpo, esta forma del virus retendra la actividad mas tiempo en la sangre tras la administracién intravascular
que las preparaciones normalizadas del virus vaccinia (que contienen casi exclusivamente el IMV) (Vanderplasschen
y col., 1998). Esta caracteristica serd particularmente importante para repetir la administracién una vez que han
aumentado los niveles del anticuerpo neutralizante; todos los tratamientos anticancerosos homologados requieren
repetir la administracién. Por tanto, la forma del EEV del virus vaccinia dara como resultado una administracion
superior de los virus terapéuticos y de su carga genética Util a los tumores a través del torrente sanguineo. Esto
conducira a una eficacia sistémica mejorada en comparacién con las preparaciones de poxvirus normalizadas.
Finalmente, el riesgo de transmisién a individuos del publico en general deberia reducirse significativamente debido
a que el EEV es extremadamente inestable fuera del cuerpo. Los polipéptidos implicados en la modulacién de la
forma de EEV de un virus incluyen, pero no se limitan a, A34R, B5R, y otras proteinas diversas que influencias la
produccion de la forma del EEV de los poxvirus. Una mutacion en el codén 151 de una lisina a un acido aspartico
(mutacién K151D) convierte la proteina A34R en menos capaz de sujetar la forma de EEV a la membrana celular,
B5R es un polipéptido unido a la membrana del EEV que puede unirse al complemento. La delecion total de A34R
puede conducir a una liberacion creciente del EEV, pero reducir marcadamente la infectividad de los virus, aunque la
mutacién K151D aumenta la liberacion del EEV manteniendo a la vez la infectividad de los virus liberados. B5R tiene
una homologia de la secuencia para VCP (anti-complemento), pero no se ha demostrado una inhibiciéon del
complemento. De forma breve, un método para identificar una forma de EEV reforzada es como sigue. Se diluyeron
EEV en MEM enfriado en hielo y se mezclaron (1.1 en volumen) con suero activo o inactivado térmicamente (56 °C,
30 min, control) diluido en MEM enfriado en hielo (dilucién final del suero 1/10, 1/20, o 1/30). Tras la incubacién o 75
minutos a 7 °C, se enfriaron las muestras en hielo y se afiadié6 mAb 5B4/2F2 a las muestras de EEV recientes para
neutralizar cualquier contaminacion (IMV y EEV partidos). Los viriones se unen a continuacién con células RK13
durante una hora en hielo, el complemento y los viriones no unidos se lavaron aparte, y el nimero de placas se
conté dos dias después. El nimero de placas fue mayor cuanto mayor fue la resistencia al complemento.
Vanderplasschen et al. PNAS 1998; 95(13): 7544-7549. Los métodos a modo de ejemplo que describen el
aislamiento de las formas de EEV del virus vaccinia se pueden encontrar en Blasco y col. 1992

7. Otros polipéptidos

Otros polipéptidos inmunomoduladores viricos pueden incluir polipéptidos que se unen a otros mediadores de la
respuesta inmune y/o modulan las rutas moleculares asociadas con la respuesta inmune. Por ejemplo, los
polipéptidos de unién a quimioquina tales como B29R (esta proteina esta presente, pero puede estar inactiva en la
cepa Copenhagen del virus Vaccinia). C23L, vCKBP, A41L y los polipéptidos con actividades o propiedades
similares. Otras proteinas del virus vaccinia tales como el factor de crecimiento del virus vaccinia (por ejemplo,
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C11L), que es un factor de crecimiento de tipo EGF, pueden ser también la diana para la alteraciéon. Otros
polipéptidos que se pueden clasificar como factores inmunomoduladores viricos incluyen, pero no se limitan a B7R,
N1L u otros polipéptidos cuyas actividades o propiedades aumentan la virulencia de un poxvirus.

B Propagacion del virus

El virus Vaccinia se puede propagar utilizando los métodos descritos por Earl y Moss en Ausbel y col., Current
Protocols in Molecular Biology, paginas 16.15.1 a 16.18.10.

C Composiciones proteinicas y de acidos nucleicos

Tal como se usa en el presente documento, una “proteina” o “polipéptido” se refiere a una molécula que comprende
al menos un resto de aminoacido. En algunas realizaciones, se emplea una versién natural de una proteina o
polipéptido, sin embargo, en muchas realizaciones de la invencion, la proteina o el polipéptido estan ausentes o
alterados con el fin de volver el virus mas (til para el tratamiento de las células cancerosas o el cancer en un
paciente. Se pueden usar los términos descritos de forma indistinta en el presente documento. Una “proteina
modificada” o “polipéptido modificado” se refiere a una proteina o polipéptido cuya estructura quimica esta alterada
con respecto a la proteina o polipéptido natural. En algunas realizaciones, la proteina o el polipéptido modificados
tienen al menos una actividad o funcién modificada (que reconoce que estas proteinas o polipéptidos pueden tener
multiples actividades o funciones). La actividad o la funcién se pueden reducir, disminuir, eliminar, aumentar,
mejorar, o alterar de alguna otra forma (tal como la especificidad) con respecto a la actividad o la funcion en una
proteina o polipéptido natural. Se contempla de forma especifica que la proteina o el polipéptido modificado puede
estar alterado con respecto a una actividad o funcién que retiene todavia la actividad o funcién natural en otros
aspectos. De forma alternativa, la proteina modificada puede ser completamente no funcional o su secuencia de
acido nucleico analoga puede haber sido alterada de tal manera que el polipéptido no se exprese ya de esa manera,
esté truncado, 0 exprese una secuencia de aminoacidos diferente como resultado de un marco de lectura.

En determinadas realizaciones, el tamafo de una proteina o polipéptido mutado puede comprender, pero no se
limita a, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65,
66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 275, 300, 325, 350, 375,
400, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575, 600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775, 800, 825, 850, 875, 900, 925, 950,
975, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1750, 2000, 2250, 2500 0 mas restos de moléculas de amino, y cualquier
intervalo derivable del anterior. Se contempla que los polipéptidos pueden estar mutados mediante truncamiento,
volviéndolos mas cortos que su correspondiente forma natural.

Tal como se usa en el presente documento, una “molécula de amino” se refiere a cualquier aminoacido, derivado de
aminodcido o mimético de aminoacido como conoceria una persona normalmente experta en la materia. En
determinadas realizaciones, los restos de la molécula proteinica son secuenciales, sin que ninguna molécula no de
amino interrumpa la secuencia de restos de moléculas de amino. En otras realizaciones, la secuencia puede
comprender uno o mas restos de moléculas no de amino. En realizaciones concretas, la secuencia de restos de la
molécula proteinica puede estar interrumpida por uno 0 més restos de moléculas no de amino.

De acuerdo con esto, el término “composicién proteinica” abarca secuencias de moléculas de amino que
comprenden al menos uno de los 20 aminoacidos comunes en proteinas sintetizadas naturalmente, o al menos un
aminoacido modificado o no usual.

Se pueden preparar composiciones proteinicas mediante cualquier técnica conocida por los expertos en la materia,
incluyendo la expresion de proteinas, polipéptidos o péptidos mediante técnicas de biologia molecular normalizadas,
se han descrito anteriormente las secuencias de nucleétidos y proteinas, polipéptidos y péptidos de diversos genes,
y se pueden encontrar en las bases de datos informatizadas conocidas por las personas normalmente expertas en la
técnica. Una de dichas bases de datos es la base de datos del National Center for Biotechnology Information’s
Genbank y la base de datos GenPept (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las regiones de codificacién de estos genes
conocidos se pueden amplificar y/o expresarse utilizando las técnicas descritas en el presente documento o como
conocerian las personas normalmente expertas en la técnica

1. Aspectos funcionales

Cuando la presente solicitud se refiere a la funcién o a la actividad de proteinas o polipéptidos viricos, se entiende
que se refiere a la actividad o a la funcion de la proteina o el polipéptido virico en condiciones fisiologicas, a no ser
que se especifique otra cosa. Por ejemplo, un polipéptido modulador del interferon se refiere a un polipéptido que
afecta al menos un interfer6n y su actividad, tanto directa como indirectamente. El polipéptido puede inducir,
potenciar, aumentar, disminuir, debilitar, reducir, inhibir, 0 enmascarar la actividad de un interferdn, de forma directa
o indirecta, un ejemplo de interferon que afecta directamente implica, en algunas realizaciones, un polipéptido
modulador del interfer6n que se une de manera especifica al interferon. La determinaciéon de qué moléculas poseen
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esta actividad se puede conseguir utilizando ensayos familiares para los expertos en la materia. Por ejemplo, la
transferencia de genes que codifican productos que modulan el interferdn, o sus variantes, en las células que se
inducen para la actividad del interferon en comparaciéon con las células con dicha transferencia de genes puede
identificar, en virtud de diferentes niveles de una respuesta del interferon, aquellas moléculas que tienen una funcion
moduladora del interferén.

Se contempla de forma especifica que el modulador puede ser una molécula que afecta la expresién de las
composiciones proteinicas implicadas en la ruta dirigida de la molécula, tal como la unién de un transcrito que
codifica el interferén. La determinacion de cuales son las moléculas moduladoras del interferén adecuadas, IL-1,
TNF, u otras moléculas de beneficio terapéutico se puede conseguir utilizando ensayos familiares para los expertos
en la materia algunos de los cuales se describen en el presente documento — y pueden incluir, por ejemplo, el uso
de proteinas viricas naturales y/o recombinantes.

2. Variantes de polipéptidos viricos

Las variantes de las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos de la presente invenciéon son variantes de
sustitucion. Una mutacién en un gen que codifica un polipéptido virico puede afectar 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73,
74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 o
mas aminodacidos no contiguos o contiguos del polipéptido, en comparacion con el natural. Se pueden identificar
diversos polipéptidos codificados por el virus vaccinia por referencia a Rosel y col., 1986, Goebel y col., 1990 y el
Numero de Acceso al Genbank NC_001559.

Las variantes de sustitucion incluyen normalmente el intercambio de un aminoacido por otro en uno o mas sitios
dentro de la proteina, y se pueden disefiar para modular una o méas propiedades del polipéptido, con o sin la pérdida
de otras funciones o propiedades. Las sustituciones pueden ser conservativas, esto es, un aminoacido se sustituye
con uno de forma y carga similares. Las sustituciones conservativas son bien conocidas en la técnica e incluyen, por
ejemplo, los cambios de: alanina a serina; arginina a lisina; asparagina a glutamina o histidina; aspartato a
glutamato; cisteina a serina, glutamina a asparagina; glutamato a aspartato; glicina a prolina; histidina a asparagina
o glutamina, isoleucina a leucina o leucina; leucina a valina o isoleucina; lisina a arginina; metionina a leucina o
isoleucina; fenilalanina a tirosina, leucina o metionina; serina a treonina; treonina a serina; triptéfano a tirosina,
tiroxina a triptéfano o fenilalanina; y valina a isoleucina o leucina. De forma alternativa, las sustituciones pueden ser
no conservativas de tal manera que la funcion o actividad del polipéptido estd afectada. Los cambios no
conservativos implican normalmente sustituir un resto con uno que es quimicamente disimilar, tal como un
aminoacido polar o cargado para un aminoacido no polar o no cargado, y viceversa.

El término “coddn funcionalmente equivalente” se usa en el presente documento para referirse a codones que
codifican el mismo aminoacido, tal como los seis codones para la arginina o la serina, y se refiere también a los
codones que codifican aminoacidos biolégicamente equivalentes.

Lo siguientes es una discusion basada en el cambio de los aminoacidos de una proteina para crear un equivalente,
0 incluso una molécula de segunda generacién mejorada. Por ejemplo, se pueden sustituir determinados
aminoacidos por otros aminoacidos en una estructura de proteina sin una pérdida apreciable de capacidad de unién
interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de unién a antigeno de anticuerpos o sitios de union
sobre moléculas sustrato. Debido a que es la capacidad interactiva y la naturaleza de una proteina la que define la
actividad funcional bioldgica de la proteina, se pueden llevar a cabo determinadas sustituciones de aminoacidos en
una secuencia de proteinas, y en su secuencia de codificacion de ADN subyacente, y sin embargo producir una
proteina con propiedades similares. Los inventores contemplan de esta manera que se pueden realizar diversos
cambios en las secuencias de ADN de los genes sin una pérdida apreciable de su utilidad o actividad bioldgica, tal
como se discute a continuacion.

Para realizar dichos cambios se puede tener en cuenta el indice hidropatico de los aminoacidos. Es conocida en la
técnica importancia del indice hidropatico de los aminoacidos para conferir funcion bioldgica interactiva a una
proteina (Kyte y Doolittle, 1982). Se acepta que el caracter hidropatico relativo del aminoacido contribuye a la
estructura secundaria de la proteina resultante, que a la vez define la interaccién de la proteina con otras moléculas,
por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN, anticuerpos, antigenos, y similares.

Es también conocido en la técnica que la sustitucion de aminodacidos similares se puede hacer eficazmente sobre la
base de la hidrofilicidad. La patente de los Estados Unidos 4. 554. 101 indica que la mayor hidrofilicidad promedio
local de una proteina, que esté controlada por la hidrofilicidad de sus aminoacidos adyacentes, se correlaciona con
una propiedad biolégica de la proteina. Tal como se detalla en la patente de los Estados Unidos 4. 554. 101, los
siguientes valores de hidrofilicidad se han asignado a los restos de aminodacidos: arginina (+3,0), lisina (+3,0);
aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+3,0 = 1); serina (+0,3), asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-
0,4), prolina (-0,5 = 1), alanina (-0,5), histidina *-0,5), cisteina (-1,0), metionina (-1,3); valina (-1,5), leucina (-1,8);
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isoleucina (-1,8), tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5), triptéfano (3,4).

Se entiende que un aminoacido puede estar sustituido por otro que tiene un valor de hidrofilicidad similar y produce
ademas una proteina biolégicamente equivalente e inmunolégicamente equivalente. En dichos cambios, se prefiere
la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad estdn comprendidos en * 2, se prefieren
particularmente aquellos que estan comprendidos en + 1, e incluso se prefieren mas particularmente aquellos
comprendidos en + 0,5.

Tal como se ha resefiado anteriormente, las sustituciones de aminoacidos se basan generalmente en la similitud
relativa de los sustituyentes de las cadenas secundarias de aminodcidos, por ejemplo, su hidrofobicidad,
hidrofilicidad, carga, tamano, y similares. Las sustituciones a modo de ejemplo que tienen en consideracion las
diversas caracteristicas anteriores son bien conocidas por los expertos en la materia e incluyen: arginina y lisina;
glutamato y aspartato; serina y treonina, glutamina y asparagina, y valina, leucina e isoleucina.

D. Moléculas de acido nucleico
Polinucleodtidos que codifican proteinas naturales o proteinas modificadas

Son utiles los polinucleétidos, que se pueden aislar a partir de células, que son capaces de expresar todo o parte de
una proteina o un polipéptido y se refieren a un genoma virico que se ha mutado de forma especifica para generar
un virus que carece de determinados polipéptidos viricos funcionales. Los polinucledtidos pueden codificar un
péptido o polipéptido que contiene todo o parte de una secuencia de aminoacidos viricos o se pueden disefar
mediante ingenieria genética de tal manera que no codifiquen dicho polipéptido virico o codifiquen un polipéptido
virico que tiene al menos una funcién o actividad reducida, disminuida, o ausente. Se pueden purificar las proteinas
recombinantes a partir de células que las expresan para dar como resultado proteinas activas. El genoma, asi como
la definicion de las regiones de codificacion del virus vaccinia se pueden encontrar en Rosel y col., 1986, Goebel y
col., 1990, y/o el numero de Acceso al Genbank NC_00159.

Tal como se usa en el presente documento, el término “segmento de ADN” se refiere a una molécula de ADN que se
ha aislado libre del ADN gendmico total de una especie concreta. Por tanto, un segmento de ADN que codifica un
polipéptido se refiere a un segmento de ADN que contienen secuencias de codificacion de polipéptidos naturales,
polimérficas, o mutantes. Incluidos en el término “segmento de ADN” estan un polipéptido o polipéptidos, segmentos
de ADN mas pequefios que un polipéptido, y vectores recombinantes que incluyen, por ejemplo, plasmidos,
césmidos, fagos, virus, y similares.

Tal como se usa en esta solicitud, el término “polinucleétido de virus vaccinia” se refiere a una molécula de acido
nucleico que codifica un polipéptido de virus vaccinia que se ha aislado libre de &acido nucleico genémico total. Un
“genoma de virus vaccinia” se refiere a una molécula de acido nucleico que se puede proporcionar a una célula
hospedadora para dar como resultado una particula virica, en presencia o ausencia de un virus auxiliar puede que
se haya mutado o no de forma recombinante en comparacion con el virus natural.

Se pretende que el término “ADNCc” se refiera a ADN preparado utilizando ARN mensajero (ARNm) como molde. La
ventaja de usar un ADNc, en oposicion a un ADN gendmico o ADN polimerizado a partir de un molde de ARN
gendmico, sin procesar o parcialmente procesado, es que el ADNc contiene principalmente secuencias de
codificacion de la proteina correspondiente. Existen momentos, en los que se prefiere la secuencia gendémica
completa o parcial, tales como cuando se requieren regiones no codificantes para la expresion éptima, o cuando las
regiones no codificantes tales como intrones son para dirigirse en una estrategia de sentido contrario.

Se contempla también que un polipéptido concreto de una especie dada pueda representarse por variantes
naturales que tienen secuencias de acido nucleico ligeramente diferentes, pero, no obstante, codifican la misma
proteina.

De forma similar, un polipéptido que comprende un gen que codifica un polipéptido aislado o purificado natural o
mutante se refiere a un segmento de ADN que incluye secuencias de codificacion de polipéptidos naturales o
mutantes y, en determinados aspectos, secuencias reguladoras aisladas sustancialmente separadas de otros genes
presentes en la naturalezas o secuencias que codifican proteinas. A este respecto, el término “gen” se usa por
simplicidad para referirse a una proteina, polipéptido, o unidad codificadora de péptido funcional (que incluye
cualquier secuencia requerida para la transcripcion adecuada, la modificacién posterior a la traduccién, o la
localizacién). Como entenderan los expertos en la materia, este término funcional incluye secuencias genémicas,
secuencias de ADNc, y segmentos génicos mas pequenos disefiados mediante ingenieria genética que expresan, o
se pueden adaptar para expresar, proteinas, polipéptidos, dominios, péptidos, proteinas de fusién, y mutantes. Un
acido nucleico que codifica todo o parte de un polipéptido natural o modificado puede contener una secuencia de
acido nucleico contigua que codifica todo o una porcion de dicho polipéptido de las siguientes longitudes: 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270,
280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 441, 450, 460, 470, 480, 490,
500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 590, 600, 610, 620, 630, 640, 650, 660, 670, 680, 690, 700, 710, 720,
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730, 740, 750, 760, 770, 780, 790, 800, 810, 820, 830, 840, 850, 860, 870, 880, 890, 900, 910, 920, 930, 940, 950,
960, 970, 980, 990, 1000, 1010, 1020, 1030, 1040, 1050, 1060, 1070, 1080, 1090, 1095, 1100, 1500, 2000, 2500,
3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 7500, 8000, 9000, 10000, 0 mas nucledtidos, nucledsido, o
pares de bases.

Son utiles los segmentos de ADN aislados y los vectores recombinantes que incorporan secuencias de ADN que
codifican un polipéptido o péptido de poxvirus natural o recombinante que incluye en su secuencia de aminoacidos
una secuencia de aminoacidos contigua de acuerdo con, o que corresponde esencialmente a un polipéptido natural.
De esta manera, un segmento o vector de ADN aislado que contiene un segmento de ADN puede codificar, por
efemplo, un modulador de TNF o polipéptido modulador de TNF que puede inhibir o reducir la actividad de TNF. El
término “recombinante” puede utilizarse junto con un polipéptido o el nombre de un polipéptido especifico, y esto se
refiere generalmente a un polipéptido producido a partir de una molécula de &cido nucleico que se ha manipulado in
vitro o que es un producto replicado de dicha molécula.

Son utiles también los segmentos de ADN aislados y los vectores recombinantes que incorporan secuencias de ADN
que codifican un polipéptido o péptido que incluye en el interior de su secuencia de aminoacidos una secuencia de
aminoacidos contigua de acuerdo con, o esencialmente correspondiente al polipéptido.

Los segmentos de acido nucleico descritos en el presente documento, sin tener en cuenta la longitud de la propia
secuencia de codificacion, se pueden combinar con otras secuencias de acidos nucleicos, tales como promotores,
sefales de poliadenilacién, sitios de enzimas de restriccién adicionales, sitios de clonacién multiples, otros
segmentos de codificacion, y similares, de tal manera que su longitud global puede variar considerablemente. Se
contempla por tanto que se pueda emplear un fragmento de acido nucleico de casi cualquier longitud, limitandose
preferiblemente a la longitud total por la facilidad de preparacion y uso en el protocolo de ADN recombinante
previsto.

Se contempla que estas construcciones de acidos nucleicos puedan codificar polipéptidos de longitud completa
procedentes de cualquier fuente o codificar una versiéon truncada del polipéptido, por ejemplo, un polipéptido
truncado del virus vaccinia, de tal manera que el transcrito de la regién de codificacion representa la version
truncada. El transcrito truncado puede a continuacion traducirse a una proteina truncada. De forma alternativa, una
secuencia de acido nucleico puede codificar una secuencia de polipéptido de longitud completa con secuencias de
codificacion heterélogas adicionales, por ejemplo, para permitir la purificacion del polipéptido, el transporte, la
secrecion, la modificacién posterior a la traduccién, o para los beneficios terapéuticos tales como el direccionamiento
o la eficacia. Tal como se ha discutido anteriormente, una etiqueta u otro polipéptido heterélogo se puede anadir a la
secuencia que codifica el polipéptido modificado, donde “heterdlogo” se refiere a un polipéptido que no es el mismo
que el polipéptido modificado.

En un ejemplo no limitante, se pueden preparar una o mas construcciones de acido nucleico que incluyan un tramo
contiguo de nucledtidos idénticos a o complementarios del gen concreto, tal como el gen B18R. Una construccion de
acido nucleico puede ser al menos de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180,
190, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000, 6.000, 7.000, 8.000, 9.000,
10.000, 15.000, 20.000, 30.000, 50.000, 100.000, 250.000, 500.000, 750.000, a al menos 1.000.000 de nucledtidos
de longitud, asi como construcciones de mayor tamafio hasta e incluyendo tamafos cromosémicos (que incluyen
todas las longitudes intermedias e intervalos intermedios, dada la llegada de construcciones de acidos nucleicos
tales como cromosomas artificiales de levadura que conocen las personas normalmente expertas en la técnica. Se
entendera facilmente que las “longitudes intermedias” y los “intervalos intermedios”, que se usan en el presente
documento, significan cualquier longitud o intervalo que incluye o que se encuentra entre los valores citados (es
decir, incluyendo y entre dichos valores).

Los segmentos de ADN descritos en el presente documento abarcan equivalentes biolégicamente funcionales de
polipéptidos y péptidos modificados, por ejemplo, una toxina gelonina modificada. Dichas secuencias pueden surgir
como consecuencia de la redundancia del cod6n y la equivalencia funcional que son conocidas por producirse
naturalmente en el interior de las secuencias de &cidos nucleicos y las proteinas codificadas de esta manera. De
forma alternativa, las proteinas o péptidos funcionalmente equivalentes se pueden crear mediante la aplicacién de
tecnologia de ADN recombinante, en la que los cambios en la estructura de la proteina se pueden disefiar mediante
ingenieria genética. Basandose en las consideraciones de las propiedades de los aminoacidos que se estan
intercambiando. Se pueden introducir cambios disefiados por el ser humano mediante la aplicacion de técnicas de
mutagénesis dirigida al emplazamiento, por ejemplo, para introducir mejoras en la antigenicidad de la proteina, para
reducir los efectos de toxicidad de la proteina in vivo a un sujeto al que se ha administrado la proteina, o para
aumentar la eficacia de cualquier tratamiento que implica la proteina.

Son de nuevo Utiles los segmentos de ADN aislados y los vectores recombinantes que incluyen dentro de su
secuencia una secuencia de acido nucleico contigua procedente de las que se muestran en las secuencias
identificadas en el presente documento. Dichas secuencias, sin embargo, pueden mutarse para dar como resultado
un producto de proteina cuya actividad esta alterada con respecto a la natural.
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Los segmentos de ADN descritos en el presente documento abarcan equivalentes biolégicamente funcionales de
proteinas y péptidos de poxvirus. Dichas secuencias pueden surgir como consecuencia de la redundancia del codén
y la equivalencia funcional que se sabe presentes en la naturalezas con secuencias de acidos nucleicos y las
proteinas codificadas de esta manera. De forma alternativa, las proteinas o péptidos funcionalmente equivalentes
pueden crearse mediante la aplicacién de tecnologia de ADN recombinante, donde se pueden disefiar mediante
ingenieria genética cambios en la estructura de la proteina, basandose en las consideraciones de las propiedades
de los aminoacidos que se estan intercambiando. Se pueden introducir cambios disefiados por el hombre mediante
la aplicacion de técnicas de mutagénesis dirigida al emplazamiento, por ejemplo, para introducir mejoras en la
antigenicidad de la proteina.

Mutagénesis de polinucleétidos de poxvirus

Se puede llevar a cabo la mutagénesis de un polinucleétido que codifica todo o parte de un virus vaccinia mediante
varios procedimientos mutagénicos normalizados (Sambrook y col., 1989). La mutagénesis es el procedimiento por
el cual se producen cambios en la cantidad o en la estructura de un organismo. La mutaciéon puede implicar la
modificacién de la secuencia de nucleétidos de un Unico gen, el bloqueo de genes o de cromosomas completos. Los
cambios en genes individuales pueden ser la consecuencia de mutaciones puntuales que implican la eliminacién,
adicion o sustitucién de una Unica base de nucleétidos en el interior de una secuencia de ADN, o puede ser la
consecuencia de cambios que implican la insercion o la delecién de grandes cantidades de nucledétidos.

Se pueden inducir mutaciones tras la exposicién a mutagenos quimicos o fisicos. Dichos agentes inductores de
mutacion incluyen la radiacion ionizante, la luz ultravioleta y una matriz diversa de agentes quimicos tales como
agentes alquilantes e hidrocarburos aromaticos policiclicos todos los cuales son capaces de interactuar tanto de
forma directa como indirecta (siguiendo generalmente alguna biotransformacién metabdlica) con acidos nucleicos. El
dafo al ADN inducido por dichos agentes puede conducir a modificaciones de las secuencias de bases cuando el
ADN afectado se replica o repara y de esta manera dar lugar a una mutacion. La mutacion puede también dirigirse al
emplazamiento mediante el uso de métodos de direccionamiento concretos.

1. Mutagénesis aleatoria
a) Mutagénesis de insercién

La mutagénesis de insercidon se basa en la inactivacion de un gen mediante la insercion de un fragmento de ADN
conocido. Debido a que esto implica la insercion de algun tipo de fragmento de ADN, las mutaciones generadas
tienen generalmente una pérdida de funcién, en lugar de mutaciones con ganancia de funcion. Sin embargo, existen
algunos ejemplos de inserciones que generan mutaciones con ganancias de funcién. Las mutaciones de insercién
han sido muy satisfactorias en bacterias y Drosophila (Cooley y col. 1988) y recientemente se han convertido en una
poderosa herramienta en el maiz (Marks y col., 1991; Koncz y col. 1990); y Antirrhinum (Sommer y col. 1990). La
mutagénesis de insercién se puede llevar a cabo utilizando técnicas de biologia molecular normalizadas.

b) Mutagénesis quimica

La mutagénesis quimica ofrece determinadas ventajas, tales como la capacidad de encontrar un intervalo completo
de mutaciones con grados de gravedad fenotipica, y es facil y barata de llevar a cabo. La mayoria de carcinégenos
quimicos producen mutaciones en el ADN. Benzo [a] pireno, N-acetoxi-2-acetil aminofluoreno y aflotoxina B 1
producen transversiones de GC a TA en bacterias y células de mamiferos. Benzo [a] pireno produce sustituciones
de bases tales como de AT a TA. Los compuestos N-nitrosos producen transiciones de GC a AT. La alquilacién de la
posicion 04 de la timina inducida por exposicién a n-nitrosoureas da como resultado transiciones de TA a CG.

¢) Mutagénesis de radiacién

Las moléculas biolégicas se degradan debido a radiaciones ionizantes. La adsorcion de la energia incidente
conduce a la formacién de iones y radicales libres, y a la rotura de algunos enlaces covalentes. La susceptibilidad a
la radiacién pares ser muy variable entre moléculas, y entre diferentes formas cristalinas de la misma molécula,
Estos depende de la dosis total acumulada, y también de la tasa de dosis (si solo estan presentes radicales libres, el
dafo molecular que producen depende de su velocidad de difusién natural y de esta manera en tiempo real).

En el presente documento, “radiacion ionizante” significa radiacién que comprende particulas o fotones que tienen
suficiente energia o pueden producir una energia suficiente para producir ionizacion (ganancia o pérdida de
electrones). Una radiacion ionizante a modo de ejemplo y preferida es una radiacion de rayos x. La cantidad de
radiaciéon ionizante necesaria en una célula dada o para una molécula concreta depende generalmente de la
naturaleza de la célula o molécula y de la naturaleza de la mutaciéon diana. Son bien conocidos en la técnica los
medios para determinar una cantidad eficaz de radiacion.
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d) Mutagénesis de barrido in vitro

Se puede introducir también una mutagénesis aleatoria utilizando la PCR propensa a error. La velocidad de la
mutagénesis puede aumentar llevando a cabo la PCR en multiples tubos con diluciones de moldes.

Una técnica de mutacion particularmente Util es la mutagénesis de barrido de alanina, en la que numerosos restos
se sustituyen individualmente con el aminoacido alanina de tal manera que se pueden determinar los efectos de
pérdida de las interacciones de las cadenas secundarias, minimizando a la vez el riesgo de perturbaciones a gran
escala en la conformacion de la proteina (Cunningham y col., 1989).

La mutagénesis de saturacion de barrido proporciona un método rapido para obtener una gran cantidad de
informacién de funcién de la estructura que incluye: (i) identificacion de restos que modulan la especificidad de union
al ligando, (ii) una mejor comprensién de la unién al ligando basada en la identificacion de aquellos aminoacidos que
retienen la actividad y aquellos que detienen la actividad en una localizaciéon dada, (lll) una evaluaciéon de la
plasticidad global de un sitio activo o subdominio de proteina, (iv) identificacion de sustituciones de aminoacidos que
dan como resultado un aumento de la unién.

2. Mutagénesis dirigida al emplazamiento

La mutagénesis especifica del emplazamiento guiada por la estructura representa una herramienta poderosa para la
diseccion y el disefio mediante ingeniaria genética de las interacciones proteina-ligando (Wells, 1996; Braisted y col.,
1996). La técnica proporciona la preparaciéon y el ensayo de variantes de secuencias introduciendo uno o mas
cambios en las secuencias de nucleétidos de un ADN seleccionado.

La mutagénesis dirigida al emplazamiento utiliza secuencias de oligonucleétidos especificos que codifican la
secuencia de ADN de la mutaciéon deseada, asi como un numero suficiente de nucleétidos adyacentes no
modificados. De esta manera, se proporciona una secuencia de cebador con suficiente tamafo y complejidad para
formar un duplete estable de ambos lados de la unién de delecién que se esta atravesando. Se prefiere un cebador
de aproximadamente 17 a 25 nucleétidos de longitud, con aproximadamente 5 a 10 restos de ambos lados de la
unién de la secuencia que se esta alterando.

La técnica emplea normalmente un vector bacteriéfago que existe en forma tanto monocatenaria como bicatenaria.
Los vectores utiles en mutagénesis dirigida al emplazamiento incluyen vectores como el fago M13. Estos vectores
fago estan comercializados y su uso es generalmente bien conocido de los expertos en la materia. Los plasmidos
bicatenarios también se emplean rutinariamente en la mutagénesis dirigida al emplazamiento, que elimina la etapa
de transferir el gen de interés desde un fago a un plasmido.

En general, se obtiene en primer lugar un vector monocatenario, o se funden dos hebras de un vector bicatenario,
que incluye en el interior de su secuencia una secuencia de ADN que codifica la proteina deseada o el elemento
genético. Un cebador de oligonucleétido que soporta la secuencia mutada deseada, preparada de forma sintética, se
hibrida a continuacion con la preparacién de ADN monocatenario, teniendo en cuenta el grado de emparejamiento
incorrecto cuando se seleccionan las condiciones de hibridacion. El producto hibridado se somete a enzimas de
polimerizacion del ADN tales como la polimerasa | de E. coli (fragmento Klenow) a fin de completar la sintesis de la
hebra que soporta la mutacion. De esta manera, se forma un heteroduplete, donde una hebra codifica la secuencia
no mutada original, y la segunda hebra soporta la mutaciéon deseada. A continuacion, el vector heteroduplete se usa
para transformar las células hospedadoras adecuadas, tales como células de E. coli, y se seleccionan clones que
incluyen vectores recombinantes que soportan la disposicién de la secuencia mutada.

Puede obtenerse mas informaciéon comprehensiva sobre la significancia funcional y el contenido de informacién de
un resto dado de proteina mediante la mutagénesis de saturacién en la que se examinan 19 sustituciones de
aminoacidos. El inconveniente de esta solucién es que la logistica de la mutagénesis de saturacion de restos
multiples es una tarea abrumadora (Warren y col., 1996, Zeng y col., 1996; Burton y Barbas, 1994; Yelton y col.,
1995; Hilton y col., 1996). Deben estudiarse cientos, y posiblemente incluso miles de mutantes especificos del
emplazamiento. Sin embargo, la mejora de las técnicas hace que la produccién y el cribado rapido de mutantes sean
mucho mas directos. Véanse también, las patentes de los Estados Unidos 5. 798. 208 y 5. 830. 650, para la
descripcion de una mutagénesis de “paseo”. Se divulgan otros métodos de mutagénesis dirigida al emplazamiento
en las patentes de los Estados Unidos 5. 220. 007; 5. 284. 760; 5. 354. 670; 5. 366. 878; 5. 389. 514; 5. 635. 377;y
5.789. 166.

Vectores

Para generar mutaciones en el genoma de los poxvirus se pueden codificar polipéptidos naturales y modificados por
una molécula de acido nucleico comprendida en un vector. El término “vector” se usa para referirse a una molécula
de acido nucleico portadora en la que se puede insertar una secuencia de acido nucleico exdgena para su
introduccion en una célula donde se puede replicar. Una secuencia de acido nucleico puede ser “exégena”, lo que
significa que es extrafia a la célula en la que se esta introduciendo el vector o que la secuencia es homéloga a una
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secuencia de la célula pero en una posicién dentro del acido nucleico de la célula hospedadora en la que la
secuencia no se encuentra de forma ordinaria. Los vectores incluyen plasmidos, cosmidos, virus (bacteri6fagos,
virus animales, y virus vegetales), y cromosomas artificiales (por ejemplo, los YAC). Una persona experta en la
materia tiene el conocimiento adecuado para construir un vector mediante técnicas recombinantes normalizadas,
que se describen en Sambrook y col., (1989) y Ausubel y col., 1994. Ademas de codificar un polipéptido modificado
tal como una gelonina modificada, un vector puede codificar secuencias polipeptidicas no modificadas tales como
una etiqueta o una molécula de direccionamiento. Los vectores utiles que codifican dichas proteinas de fusion
incluyen vectores pIN (Inouye y col., 1985), vectores que codifican un tramo de histidinas, y vectores pGEX, para
uso en la generacion de proteinas de fusion solubles de la glutation S-transferasa (GST) para su purificaciéon y
separacion o escision posteriores. Una molécula direccionadora es aquella que dirige el polipéptido modificado a un
organo, tejido, célula u otra localizacion concreta en el cuerpo de un sujeto.

El término “vector de expresién” se refiere a un vector que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica al
menos parte de un producto génico capaz de ser transcrito. En algunos casos, las moléculas de ARN se traducen a
continuacion en una proteina, polipéptido o péptido. En otros casos, estas secuencias no se traducen, por ejemplo,
en la produccion de moléculas de sentido contrario o ribozimas. Los vectores de expresion pueden contener varias
“secuencias control”, que se refieren a secuencias de acidos nucleicos necesarias para la transcripcién y
posiblemente la traduccion de una secuencia de codificacién unida de manera operativa en un organismo
hospedador concreto. Ademas de las secuencias control que gobiernan la transcripcion y la traduccion, los vectores
y los vectores de expresién pueden contener secuencias de acidos nucleicos que sirven también para otras
funciones y que se describen mas abajo.

1. Promotores y potenciadores

Un “promotor” es una secuencia control que es una regiéon de una secuencia de acido nucleico en la que el inicio y la
velocidad de transcripcion estan controlados. Puede contener elementos genéticos a los que pueden unirse las
proteinas y moléculas reguladoras tales como la ARN polimerasa y otros factores de transcripcién. Las expresiones
“situado de manera operativa”, “unido de manera operativa”, “bajo control”, y “bajo control de la transcripcion”
significan que un promotor esta en una localizacién y/u orientacion funcional correcta en relacién con una secuencia
de acido nucleico para controlar el inicio y/o la expresién de la transcripcion de esta secuencia. Un promotor puede
usarse 0 no junto con un “potenciador”, que se refiere a una secuencia reguladora que actia en cis implicada en la
activacion de la transcripcion de una secuencia de acido nucleico.

Un promotor puede ser uno que se asocia naturalmente con un gen o secuencia, que se puede obtener aislando las
secuencias 5 no codificantes, localizadas en la direccion 5° del segmento de codificacion y/o el exdn. Dicho
promotor puede denominarse “enddégeno”. De forma similar, un potenciador puede ser uno que se asocia
naturalmente con una secuencia de &cido nucleico, localizada tanto en la direccién 3’ como en la direccion 5’ de esta
secuencia. De forma alternativa, se conseguiran determinadas ventajas situando el segmento de acido nucleico
codificante bajo el control de un promotor recombinantes o heterélogo, que se refiere a un promotor que no se
asocia normalmente con una secuencia de acido nucleico en su ambiente natural. Un potenciador recombinante o
heterdlogo se refiere también a un potenciador que no se asocia normalmente con una secuencia de acido nucleico
en su ambiente natural. Dichos promotores o potenciadores pueden incluir promotores o potenciadores de otros
genes, y promotores o potenciadores aislados de cualquier otra célula procariota, virica, o eucariota, y promotores o
potenciadores que no “se producen naturalmente” es decir, que contienen elementos diferentes, de diferentes
regiones reguladoras de la transcripcion, y/o mutaciones que alteran la expresién. Ademas de las secuencias que
producen acidos nucleicos de promotores y potenciadores, se pueden producir secuencias sintéticamente utilizando
tecnologia de clonacién recombinante y/o de amplificacion de acidos nucleicos, que incluye la PCR ™, junto con las
composiciones descritas en el presente documento (véanse la patente de los Estados Unidos 4. 683. 202 y la
patente de los estados Unidos 5. 928. 906. Ademas, se contempla que se puedan emplear también la transcripcién
y/o la expresion directa de las secuencias con organulos no nucleares tales como mitocondrias, cloroplastos, y
similares

Naturalmente, puede ser importante emplear un promotor y/o potenciador que dirija eficazmente la expresion del
segmento de ADN en el tipo de célula, organulo, y organismo escogido para la expresion. Los expertos en la materia
de la biologia molecular conocen generalmente el uso de promotores, potenciadores, y combinaciones de tipos
celulares para la expresion de la proteina, por ejemplo, véase Sambrook y col (1989). Los promotores empleados
pueden ser constitutivos, especificos de tejido, inducibles, y/o Utiles en las condiciones adecuadas para dirigir la
expresion de alto nivel del segmento de ADN introducido, de tal manera que sea ventajosa en la producciéon a gran
escala de las proteinas y/o péptidos recombinantes. El promotor puede ser heterdlogo o endédgeno.

La Tabla 1 relaciona algunos elementos/promotores que se pueden emplear para regular la expresién de un gen. No
se pretende que esta relacion sea exhaustiva de todos los posibles elementos implicados en la promocién de la
expresion, sino, meramente, que sea a modo de ejemplo de la misma. La Tabla 2 proporciona ejemplos de
elementos inducibles, que son regiones de una secuencia de acido nucleico que se puede activar en respuesta a un
estimulo especifico.
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TABLA 1

Promotor y/o potenciador

Promotor/Potenciador

Referencias

Cadena pesada de inmunoglobulina

Banerji y col., 1983; Gilles y col., 1983; Grossched!| y col., 1985;
Atchinson y col., 1986, 1987; Imler y col., 1987; Weinberger y
col., 1984; Kiledjian y col., 1988; Porton y col.; 1990

Cadena ligera de inmunoglobulina

Queen y col., 1983; Picard y col., 1984

Receptor de linfocitos T

Luria y col., 1987; Winoto y col., 1989; Redondo y col.; 1990

HLA DQ a y/o DQ B

Sullivan y col., 1987

B-Interferén

Goodbourn y col., 1986; Fujita y col., 1987; Goodbourn y col.,
1988

Interleuquina-2

Greene y col., 1989

Receptor de interleuquina-2

Greene y col., 1989; Lin y col., 1990

MHC Clase Il 5 Koch y col., 1989
MHC Clase Il HLA-DRa Sherman y col., 1989
B-Actina Kawamoto y col., 1988; Ng y col.; 1989

Creatina quinasa muscular (MCK)

Jaynes y col., 1988; Horlick y col., 1989; Johnson y col., 1989

Prealbumina (Transtiretina)

Costa y col., 1988

Elastasa | Omitz y col., 1987

Metalotioneina (MTII) Karin y col., 1987; Culotta y col., 1989
Colagenasa Pinkert y col., 1987; Angel y col., 1987
Albumina Pinkert y col., 1987; Tronche y col., 1989, 1990

a-Fetoproteina

Godbout y col., 1988; Campere y col., 1989

y-Globina Bodine y col., 1987; Perez-Stabla y col., 1990
B-Globina Trudel y col., 1987

c-fos Cohen y col., 1987

c-HA-ras Triesman, 1986; Deschamps y col., 1985
Insulina Edlund y col., 1985

Molécula de adhesién a células neuronales
(NCAM)

Hirsh y col., 1990

al-Antitripaina

Latimer y col., 1990

H2B (TH2B) Histonas

Hwang y col., 1990

Ratén y/o Colageno Tipo |

Ripe y col., 1989

Proteinas reguladas por glucosa (GRP94 y
GRP78)

Chang y col., 1989

Hormona del crecimiento de rata

Larsen y col., 1986

Amiloide A humano sérico (SAA)

Edbrooke y col., 1989

Troponina | (TN 1)

Yutzey y col., 1989

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF)

Pech y col., 1989

Distrofia muscular de Duchenne

Klamut y col., 1990

SV40

Banerii y col., 1981; Moreau y col., 1981; Sleigh y col., 1985;
Firak y col., 1986; Herr y col., 1986; Imbra y col., 1986;
Kadesch y col., 1986; Wang y col., 1986; Ondek y col., 1987;
Kuhl y col., 1987; Schaffner y col., 1988

Polioma

Swartzendruber y col., 1975; Vasseur y col., 1980; Katinka y
col., 1980, 1981; Tyndell y col., 981; Dandolo y col., 1983; de
Villiers y col., 1984; Hen y col., 1986; Satake y col., 1988;
Campbell y col., 1988

Retrovirus

Kriegler y col., 1982, 1983; Levinson y col., 1982; Kriegler y
col., 1983, 1984a, b, 1988; Bosze y col., 1986; Miksicek y col,
1986; Celander y col., 1987; Thiesen y col., 1988; Celander y
col., 1988; Chol y col., 1988; Reisman y col., 1989
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Virus del papiloma Campo y col., 1983; Lusky y col., 1983; Spandidos y Wilkie,
1983; Spalholz y col., 1985; Lusky y col., 1986; Cripe y col.,
1987; Gloss y col., 1987; Hirochika y col., 1987; Stephens y

col., 1987
Virus de la hepatitis B Bulla y col., 1986; Jameel y col., 1986; Shaul y col.,
1987; Spandau y col., 1988; Vannice y col., 1988
Virus de la inmunodeficiencia humana Muesing y col., 1987; Hauber y col., 1988; Jakobovits y col.,

1988; Feng y col., 1988; Takebe y col., 1988; Rosen y col.,
1988; Berkhout y col., 1989; Laspia y col., 1989; Sharp y col.,
1989; Braddock y col., 1989

Citomegalovirus (CMV) Weber y col., 1984; Boshart y col., 1985; Foecking y col., 1986
Virus de la leucemia del gibén Holbrook y col., 1987; Quinn y col., 1989
TABLA 2
Elementos inducibles
Elemento Inductor Referencias
MT Il Ester de forbol (TFA) Palmiter y col., 1982; Haslinger y col.,
1985; Searle y col., 1985; Stuart y col.,
Metal d 1985; Imagawa y col., 1987, Karin y col.,
etales pesados 1987; Angel y col., 1987b; McNeall y
col., 1989
MMTV (virus del tumor mamario| Glucocorticoides Huang y col, 1981; Lee y col, 1981;
del ratén) Majors y col., 1983; Chandler y col,
1983; Lee y col, 1984; Ponta y col,
1985; Sakai y col., 1988
B-Interferdn poli(rl)x poli(rc) Tavernier y col., 1983
Adenovirus 5 E2 E1A Imperiale y col., 1984
Colagenasa Ester de forbol (TPA) Angel y col., 1987a
Estromelisina Ester de forbol (TPA) Angel y col., 1987b
SV40 Ester de forbol (TPA) Angel y col., 1987b
Gen MX murino Interfer6on, Virus de la Hug y col., 1988
enfermedad de Newcastle
Gen GRP78 A23187 Resendez y col., 1988
a-2-Macroglobulina IL-6 Kunz y col., 1989
Vimentina Suero Rittling y col., 1989
Gen H-2kb de MHC Clase | Interferén Blanar y col., 1989
HSP70 E1A, Antigeno T grande SV40 Taylor y col., 1989, 1990a, 1990b
Proliferina Ester de forbol -TPA Mordacq y col., 1989
Factor de necrosis tumoral PMA Hensel y col., 1989
Gen de la hormona a estimulante] Hormona tiroidea Chatterjee y col., 1989
del tiroides

Los expertos en la materia conocen bien la identidad de los promotores o elementos especificos de tejido, asi como
los ensayos para caracterizar su actividad. Los ejemplos de dichas regiones incluyen el gen LIMK2 humano (Nomoto
y col., 1999) el gen del receptor 2 de la somatostatina (Kraus y col., 1998), el gen de unién al acido retinoico
epididimico de murino (Lareyre y col., 1999), CD4 humano (Zhao-Emonet y col., 1998), colageno alfa 2 (XI) de ratén
(Tsumaki, y col., 1998), el gen del receptor de la dopamina D1A (Lee, y col., 1997), factor de crecimiento de tipo
insulina (Wu y col., 1997), molécula 1 de adhesién endotelial celular de plaquetas humanas (Almendro y col., 1996),
y promotor SM22a.

Se contemplan también como Utiles los promotores de la dectina-1 y la dectina-2. En las Tablas 1 y 2 se relacionan
promotores viricos adicionales, promotores/potenciadores celulares y promotores/potenciadores inducibles que
podrian utilizarse. Adicionalmente, podria utilizarse cualquier combinacion de promotor/potenciador (segun la base
de datos EPDB de promotores eucariéticos) para impulsar la expresion de los genes estructurales que codifican las
enzimas procesadoras de oligosacaridos, las proteinas auxiliares del plegado de la proteina, las proteinas
marcadoras seleccionables o una proteina heteréloga de interés. De forma alternativa, se puede emplear un
promotor especifico de tejido para la terapia génica del cancer (Tabla 3) o el direccionamiento de tumores (Tabla 4).
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TABLA 3:

Promotores especificos de tejido candidatos para tratamiento genético del cancer

Promotor especifico de tejido

Canceres en los que el promotor
es activo

Células normales en las que el
promotor es activo

Antigeno carcinoembriénico (CEA)*

Mayoria de carcinomas
colorrectales; 50 % de carcinomas
de pulmodn; 40-50 % de carcinomas
gastricos; mayoria de carcinomas
pancreaticos; muchos carcinomas
de mama

Mucosa colénica; mucosa gastrica;
epitelios  pulmonares;  glandulas
sudoriparas; células testiculares

Antigeno especifico de la préstata
(PSA)

Mayoria de carcinomas de prostata

Epitelio prostatico

Péptido vasoactivo intestinal (VIP)

Mayoria de canceres de pulmén no
microciticos

Neuronas; linfocitos, mastocitos;
eosindfilos

Tensioactivo proteina A (SP-A)

Muchos adenocarcinomas de
pulmén

Neumocitos de tipo IlI; Clara

Homélogo de achaete-scute humano

(hASH)

Mayoria de canceres de pulmén no
microciticos

Células neuroendocrinas del pulmén

Mucina-1 (MUC1)**

Mayoria de adenocarcinomas
(originados en cualquier tejido)

Células epiteliales glandulares en la
mama y en los tractos respiratorio,
gastrointestinal, y genitourinarios

Alfa-fetoproteina

Mayoria de carcinomas
hepatocelulares; posiblemente
muchos canceres testiculares

Hepatocitos (en algunas
condiciones); testiculos

Albumina Mayoria de carcinomas Hepatocitos
hepatocelulares
Tirosinasa Mayoria de melanomas Melanocitos; astrocitos; células de

Schwann; algunas neuronas

Proteina de unién a tirosina (TRP)

Mayoria de melanomas

Melanocitos; astrocitos; células de
Schwann; algunas neuronas

Queratina 14

Supuestamente muchos
carcinomas espinocelulares (por
ejemplo, canceres de cabeza y
cuello)

Queratinocitos

EBV LD-2

Muchos carcinomas
espinocelulares de cabeza y cuello

Queratinocitos del digestivo superior

Queratinocitos del tracto digestivo
superior

Proteina é&cida fibrilar glial (GFAP) Muchos astrocitomas Astrocitos
Proteina mielina basica (MBP) Muchos gliomas Oligodendrocitos
Angiotensina especifica de testiculo | Posiblemente muchos canceres Espermatozoides

— Enzima convertidora de la
angiotensina especifica de testiculo
(ACE especifica de testiculo)

testiculares

Osteocalcina

Posiblemente muchos
osteosarcomas

Osteoblastos

TABLA 4:

Promotores candidatos para su uso en direccionamiento especifico de tejido tumoral

Promotor especifico de
tejido

Canceres en los que el promotor es

activo

Células normales en las que el promotor

es activo

Promotor regulado por E2F

Casi todos los canceres

Células en proliferacién

HLA-G

Muchos carcinomas colorrectales;
muchos melanomas; posiblemente
muchos otros canceres

Linfocitos; monocitos; espermatocitos;
trofoblastos
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FasL Mayoria de melanomas; muchos Leucocitos activados: neuronas; células
carcinomas pancreaticos; mayoria de endoteliales; queratinocitos; células de
astrocitoma posiblemente muchos otros | tejidos inmunoprivilegiados; algunas
canceres células en pulmones, ovarios, higado, y

prostata

Promotor regulado por Myc | Mayoria de carcinomas de pulmén Células en proliferacion (solamente
(tanto microcitico como no microcitico); algunos tipos de células), células
mayoria de carcinomas rectales epiteliales de mama (incluyendo no en

proliferacién)

MAGE-1 Muchos melanomas; algunos Testiculos
carcinomas de pulmén no microciticos
; algunos carcinomas de mama

VEGF 70 % de todos los canceres Células en lugares de
(expresion en exceso constitutiva neovascularizacion (pero poco probable
en muchos canceres) en tumores, la expresion es transitoria,
menos intensa y nunca constitutiva)
bFGF Supuestamente muchos  canceres | Células en lugares de isquemia
diferentes, ya que la expresion de bFGF | (pero poco probable en tumores, la
se induce por condiciones isquémicas expresion es transitoria, menos
intensa y nunca constitutiva)
COX-2 Mayoria de carcinomas colorrectales; Células en lugares de inflamacion

muchos carcinomas de pulmon;
posiblemente muchos otros canceres

IL-10 Mayoria de carcinomas colorrectales; Leucocitos
muchos carcinomas de pulmon;
muchos carcinomas espinocelulares
de cabeza y cuello; posiblemente
muchos otros canceres

GRP78/BiP Posiblemente muchos canceres Células en lugares de isquemia
diferentes, ya que la expresién de
GRP7S se induce por condiciones
especificas del tumor

Elementos CarG de Egr-1 | Inducido por radiacion ionizante, por lo Células expuestas a radiacion ionizante;
que se puede pensar en la mayoria de leucocitos
tumores producidos por radiacion

2. Senales de inicio y sitios internos de union a ribosoma

Puede necesitarse también una sefal de inicio especifica para una traduccion eficaz de las secuencias de
codificaciéon. Estas sefiales incluyen el codén de inicio ATG o las secuencias adyacentes. Puede ser necesario
proporcionar sefiales exégenas para el control de la traduccion que incluyan el codén de inicio ATG. Una persona
normalmente experta en la materia serd capaz de determinar facilmente estas y proporcionar las sefiales
necesarias. Es bien sabido que el codén de inicio debe estar “en marco” respecto al marco de lectura de la
secuencia de codificacién deseada para asegurar la traduccién de la insercion completa. Las sefales exégenas para
el control de la traduccion y los codones de inicio pueden ser tanto naturales como sintéticos. La eficacia de la
expresion puede estar potenciada por la inclusion de elementos potenciadores de la transcripciéon adecuados.

Se pueden usar elementos de los sitios internos de entrada al ribosoma para crear mensajes multigénicos o
policistronicos. Los elementos IRES son capaces de derivatizar el modelo de barrido del ribosoma de la traduccién
dependiente de Cap 5 metilado y comenzar la traduccion en sitios internos (Pelletier y Sonenberg, 1988). Se han
descrito elementos IRES procedentes de dos miembros de la familia picornavirus (polio y encefalomiocarditis)
(Pelletier y Sonenberg, 1988), asi como IRES procedente de un mensaje de mamifero (Macejak y Sarnow, 1991). Se
pueden unir elementos IRES a marcos de lectura abiertos heterélogos. Se pueden transcribir miltiples marcos de
lectura abiertos juntos, separados cada uno por un IRES, creando mensajes policistronicos. En virtud del elemento
IRES, cada marco de lectura abierto es accesible a ribosomas para una traduccion eficaz. . Se pueden expresar
eficazmente multiples genes utilizando un Unico promotor/potenciador para transcribir un Unico mensaje (véase las
Patentes de los Estados Unidos 5. 925, 565 y 5. 935. 819

3. Sitios de clonacion multiple
Los vectores pueden incluir un sitio de clonacién mdultiple (MCS), que es una region del acido nucleico que contiene

multiples sitios de enzimas de restriccién, cualquiera de los cuales se puede usar junto con la tecnologia
recombinante normalizada para digerir el vector. (Véanse Carbonelli y col., 1999, Levenson y col., 1998, y Cocea,
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1997). “Digestion con enzima de restriccién” se refiere a la escisién catalitica de una molécula de acido nucleico con
una enzima que funciona solamente en ubicaciones especificas de una molécula de &cido nucleico. Estan
comercialmente disponibles muchas de estas enzimas de restriccién. El uso de dichas enzimas es ampliamente
conocido por los expertos en la materia. Frecuentemente, se linealiza o fragmenta un vector utilizando una enzima
de restriccion que corta en el interior del MCS para permitir que una secuencias exdgenas al vector. “Ligadura” se
refiere al procedimiento para formar enlaces de fosfodiéster entre dos fragmentos de acidos nucleicos, que pueden
ser 0 no contiguos entre si. Las técnicas que implican las enzimas de restriccion y las enzimas de ligadura son bien
conocidas por los expertos en la materia de la tecnologia recombinante.

4. Sitios de corte y empalme

La mayoria de las moléculas de ARN transcritas experimentan el corte y empalme del ARN para eliminar intrones
procedentes de los transcritos primarios. Los vectores que contienen secuencias eucariéticas genémicas pueden
requerir sitios de corte y empalmen donantes y/o aceptores para asegurar un procesamiento adecuado del transcrito
para la expresién de la proteina. (Véase Chandler y col., 1997).

5. Senales de terminacion

Los vectores o construcciones comprenderan generalmente al menos una sefial de terminacién. Una “sefial de
terminacion” o “terminador” esta comprendida por secuencias de ADN implicadas en la terminacion especifica de un
transcrito de ARN por una ARN polimerasa. De esta manera, en determinadas realizaciones, se contempla una
sefial de terminacién que finalice la produccion de un transcrito de ARN. Puede ser necesario un terminador para
conseguir in vivo niveles de mensaje deseables

En sistemas eucariéticos, la regién terminadora puede comprender también secuencias de ADN especificas que
permiten la escision especifica del emplazamiento del nuevo transcrito con el fin de exponerlo a un sitio de
poliadenilacién, Estas senales afiaden una polimerasa enddgena especializada a un tramo de aproximadamente
200 restos A (poli A) en el extremo 3’ del transcrito. Las moléculas de ARN modificadas con esta cola poliA parecen
ser mas estables y se transfieren con mas eficacia. De esta manera, en otras realizaciones que implican eucariotas,
se prefiere que el terminador comprenda una sefal para la escision del ARN, y se prefiere mas que la sefal del
terminador promueva la poliadenilacién del mensaje. El terminador y los elementos del sitio de poliadenilaciéon
pueden servir para potenciar los niveles del mensaje y/o para minimizar la lectura a través del casete en otras
secuencias.

Los terminadores que son utiles incluyen cualquier terminador de la transcripcion conocido descrito en el presente
documento o conocido por la persona normalmente experta en la materia, incluyendo, pero sin limitarse a, por
ejemplo, las secuencias de terminacién de genes, tal como el terminador de la hormona del crecimiento bovina o las
secuencias de terminacion virica, tales como el terminador del SV40. En determinadas realizaciones, la sefal de
terminacion puede ser una ausencia de secuencias que se puedan transcribir o traducir, tal como la debida a un
truncamiento de la secuencia.

6 Senales de poliadenilacion

En la expresion, particularmente la expresion en eucariotas, se incluira normalmente una sefial de poliadenilacion
para efectuar la poliadenilacién adecuada del transcrito. No se cree que la naturaleza de la sefial de poliadenilacién
sea crucial, y/o se puede emplear cualquiera de dichas secuencias. Las realizaciones preferidas incluyen la sefial de
poliadenilacion del SV40 y/o la sefal de poliadenilacion de la hormona del crecimiento bovina, cdmoda y/o conocida
por funcionar bien en diversas células diana. La poliadenilacién puede aumentar la estabilidad del transcrito o puede
facilitar el transporte citoplasmatico.

7. Origenes de la replicacion

Para propagar un vector en una célula hospedadora, este puede contener uno o mas origenes de sitios de
replicacién (denominados a menudo “ori”, que es una secuencia de acidos nucleicos especifica en la que se inicia la
replicacién). De forma alternativa, si la célula hospedadora es una levadura, se puede emplear una secuencia que
se replica de manera auténoma (ARS).

8. Marcadores que se pueden seleccionar y cribar

Las células que contienen una construccion de acido nucleico se pueden identificar in vitro o in vivo incluyendo un
marcador en el vector de expresion. Dichos marcadores conferirian un cambio identificable en la célula permitiendo
una facil identificacion de las células que contienen el vector de expresion. Generalmente, un marcador
seleccionable es uno que contiene una propiedad que permite la seleccién. Un marcador seleccionable positivo es
uno en el que la presencia del marcador permite su seleccion, mientras que un marcador seleccionable negativo es
uno en el que su presencia evita su seleccion. Un ejemplo de marcador seleccionable positivo es un marcador de
resistencia a farmacos.
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Usualmente, la inclusion de un marcador de seleccion de farmacos ayuda en la clonacién e identificacion de
transformantes, por ejemplo, genes que confieren resistencia a la neomicina , puromicina, higromicina, DHFR, GPT,
zeocina e histidinol son marcadores seleccionables Utiles Ademas de los marcadores que confieren un fenotipo que
permite la discriminacion de transformantes basada en la implementacion de condiciones, se contemplan también
otros tipos de marcadores que incluyen marcadores que se pueden cribar tales como GFP cuya base es el analisis
colorimétrico. De forma alternativa, se pueden utilizar enzimas que se pueden cribar tales como la timidina quinasa
(tk) del virus del herpes simple o la cloranfenicol acetiliransferasa (CAT). Un experto en la materia conocera como
emplear los marcadores inmunégenos, posiblemente junto con el analisis FACS. El marcador utilizado no se cree
que sea importante, siempre que sea capaz de expresarse de forma simultanea con el acido nucleico que codifica
un producto génico. Los expertos en la materia conocen bien los ejemplos de marcadores seleccionables y que se
pueden cribar.

Células hospedadoras

Tal como se usa en el presente documento, los términos “célula”, “linea de células”, y “cultivo de células” se pueden
usar de forma indistinta. Todos estos términos incluyen también su progenie, que es cualquiera y todas las
generaciones posteriores. Se entiende que toda la progenie puede no ser idéntica debido a debido a mutaciones
deliberadas o inadvertidas. En el contexto de la expresion de una secuencia de acido nucleico heteréloga, “célula
hospedadora” se refiere a una célula procariota o eucariota, y esta incluye cualquier organismo transformable que
sea capaz de replicar un vector y/o expresar un gen heterélogo codificado por un vector. Una célula hospedadora
puede ser, y se ha utilizado como, un receptor de vectores o virus (que no se califica como un vector si no expresa
polipéptidos exdgenos). Una célula hospedadora puede “transfectarse” o “transformarse”, lo que se refiere a un
procedimiento por el cual el acido nucleico exdgeno, tal como una secuencia de codificacion de proteina modificada,
se transfiere o introduce en la célula hospedadora una célula transformada incluye la célula sujeto primaria y su
progenie.

Se pueden derivar células hospedadoras, de células de procariotas o eucariotas, que incluyen células de levaduras,
células de insectos, y células de mamiferos, dependiendo de si el resultado deseado es la replicacion del vector o la
expresion de una parte o todas las secuencias de acidos nucleicos que codifican el vector. Estan disponibles
numerosas lineas de células y cultivos para el uso como una célula hospedadora, y se pueden obtener a través de la
American Type Culture Collection (ATCC), que es una organizacion que sirve como archivo de cultivos vivos y de
materiales genéticos (www.atcc.org). Un experto en la materia puede determinar un hospedador adecuado
basandose en la estructura del vector y en el resultado deseado. Se puede introducir un plasmido o césmido por
efemplo en una célula hospedadora procariota para la replicacion de muchos vectores. Las células bacterianas
utilizadas como células hospedadoras para la replicacién y/o la expresion del vector incluyen DH5a, JM109, y KC8
asi como numerosos hospedadores bacterianos comercialmente disponibles tales como SURE® Competent Cells y
SOLOPACK™ Gold Cells (STRATAGENE®, La Jolla, CA). De forma alternativa, podrian utilizarse células
bacterianas tales como E. coli LE392 para los virus de fagos. Las células de levaduras adecuadas incluyen
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe, y Pichia pastoris.

Los ejemplos de células hospedadoras eucariotas para la replicacion y/o la expresion de un vector incluyen Hela,
NIH3T3, Jurkat, 293, Cos, CHO, Saos, y PC 12. Estan disponibles muchas células hospedadoras procedentes de
diversos tipos de células y organismos y los expertos en la materia podrian reconocerlas. De forma similar, se puede
usar un vector virico junto tanto con una célula hospedadora eucariota como procariota, particularmente una que sea
permisiva para la replicacién o la expresion del vector.

Algunos vectores pueden emplear secuencias control que les permita replicarse y/o expresarse en células
procariotas y eucariotas.

Sistemas de expresion

Existen numerosos sistemas de expresidn que comprenden al menos una parte o todas las composiciones descritas
anteriormente. Se pueden emplear sistemas basados en procariotas y/o eucariotas para producir secuencias de
acidos nucleico, o sus polipéptidos, proteinas y péptidos analogos. Muchos de dichos sistemas estan comercial y
ampliamente disponibles.

El sistema de células de insecto/baculovirus puede producir un nivel elevado de expresién de la proteina de un
segmento de 4cido nucleico heterdlogo, tal como se describe en las Patentes de los Estados Unidos N°° 5. 871. 986,
4. 879. 326 y que se pueden comprar, por ejemplo, con el nombre MAXBAC® 2.0 de INVITROGEN® y BACPACK™
BACULOVIRUS EXPRESSION SYSTEM de CLONTECH®.

Ademas de los sistemas de expresion descritos, otros ejemplos de sistemas de expresion incluyen los sistemas
inducibles de expresiéon en mamiferos COMPLETE CONTROL™ de STRATAGENE® que implican un receptor
sintético inducible por ecdisoma, o su sistema de expresién pET, un sistema de expresion en E. coli. Otro ejemplo de
un sistema de expresion inducible esta disponible de INVITROGEN® que incluye el sistema T-REX™ (expresion
regulada por tetraciclina), un sistema inducible de expresion en mamiferos que utiliza el promotor de CMV de
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longitud completa. INVITROGEN® proporciona también un sistema de expresion en levadura denominado el Sistema
de Expresién en Pichia methanolica, que esta disefiado para la produccién a alto nivel de proteinas recombinantes
en la levadura metilotréfica Pichia methanolica

Deteccion del acido nucleico

Ademas de su uso para dirigir la expresion de las proteinas, polipéptidos y/o péptidos del virus vaccinia, las
secuencias de &cidos nucleicos descritas en el presente documento tienen varios usos diferentes. Por ejemplo,
tienen utilidad como sondas o cebadores para las realizaciones que implican la hibridacién del acido nucleico. Se
pueden usar en métodos diagndsticos o de cribado.

1. Hibridacion

El uso de una sonda o cebador de entre 13 y 100 nucleoétidos, preferentemente 17 y100 nucledtidos de longitud, o
hasta 1-2 kilobases o0 mas de longitud, permite la formacion de una molécula duplete que es a la vez estable y
selectiva. Se prefieren generalmente las moléculas que tienen secuencias complementarias sobre tramos mayores
de 20 bases de longitud, para aumentar la estabilidad y/o la selectividad de las moléculas hibridas obtenidas. Se
preferira disefar generalmente moléculas de acido nucleico para la hibridacién que tengan una o mas secuencias
complementarias de 20 a 30 nucledtidos o incluso méas longitud cuando se desea Dichos fragmentos pueden
prepararse facilmente, por ejemplo, sintetizando directamente el fragmento por medios quimicos o introduciendo
secuencias seleccionadas en los vectores recombinantes para la produccién recombinante.

De acuerdo con esto, se pueden usar secuencias de nucleétidos por su capacidad de formar selectivamente
moléculas duplete con tramos complementarios de ADN y/o ARN o para proporcionar cebadores para la
amplificacion del ADN o del ARN de las muestras. Dependiendo de la aplicacion prevista, se podria desear emplear
diversas condiciones de hibridacion para conseguir grados variables de la sonda o los cebadores para la secuencia
diana.

En aplicaciones que requieren una elevada selectividad, se desearia normalmente emplear condiciones de rigor
relativamente elevadas para formar los hibridos. Por ejemplo, condiciones de concentracion salina relativamente
bajas y/o de elevada temperatura, tales como las proporcionadas por NaCl aproximadamente 0,02 M a
aproximadamente 0,10 M a temperaturas de aproximadamente 50 °C a aproximadamente 70 °C. Dichas condiciones
de elevado rigor toleran pocos emparejamientos incorrectos, de tolerar alguno, entre la sonda o los cebadores y el
molde o la hebra diana, y serian particularmente adecuados para aislar genes especificos o para detectar transcritos
de ARNm especificos. Se aprecia generalmente que las condiciones se pueden volver mas rigurosas mediante la
adicion de cantidades crecientes de formamida.

En determinadas aplicaciones, por ejemplo, mutagénesis dirigida al emplazamiento, .se aprecia que se prefieren
condiciones de rigor mas bajas. Bajo estas condiciones, se puede producir la hibridacién incluso aunque las
secuencias de las hebras que se hibridan no sean perfectamente complementarias, sino que estén emparejadas de
manera incorrecta en una o mas posiciones. Las condiciones se pueden volver menos rigurosas aumentando la
concentracién salina y/o disminuyendo la temperatura, Por ejemplo, podria proporcionarse una condicion de rigor
medio por NaCl aproximadamente 0,1 a 0,25 M a temperaturas de aproximadamente 37 °C a aproximadamente 55
°C, mientras que podria proporcionarse una condicion de rigor bajo por una sal aproximadamente 0,15 M a
aproximadamente 0,9 M, a temperaturas que varian desde aproximadamente 20 °C a aproximadamente 55 °C. las
condiciones de hibridacién pueden manipularse faciimente dependiendo de los resultados deseados.

En otras realizaciones, se puede conseguir la hibridacién en condiciones de, por ejemplo, Tris-HCI 50 mM (pH 8,3),
KCI 75 mM, MgCl> 3 mM, ditiotreitol 1,0 mM, a temperaturas entre aproximadamente 20 °C a aproximadamente 37
2C. Otras condiciones de hibridacion utilizadas podrian incluir Tris-HCI aproximadamente 10 mM (pH 8,3), KCI 50
mM, MgCl> 1,5 mM, a temperaturas que varian desde aproximadamente 40 °C a aproximadamente 72 °C.

En determinadas realizaciones, sera ventajoso emplear acidos nucleicos de secuencias definidas en combinacion
con medios adecuados, tales como una marca, para determinar la hibridacion. Se conocen en la técnica una amplia
variedad de medios indicadores adecuados, que incluyen ligandos fluorescentes, radioactivos, enzimaticos u otros
ligandos, tales como avidina/biotina, que se pueden detectar. En las realizaciones preferidas, se puede desear
emplear una marca o una etiqueta de enzima fluorescente tal como ureasa, fosfatasa o peroxidasa alcalina, en vez
de radioactiva u otros reactivos ambientalmente no deseables. En el caso de las etiquetas de enzimas, se sabe que
se pueden emplear sustratos indicadores colorimétricos para proporcionar un medio de deteccion que sea visible o
espectrofotométricamente detectable, para identificar la hibridacion especifica con las muestras que contienen
acidos nucleicos complementarios.

En general, se prevé que las sondas o cebadores descritos en el presente documento sean Utiles como reactivos
para hibridacion en disolucién, como en la PCR™, para la deteccion de la expresion de los genes correspondientes,
asi como en las realizaciones que emplean una fase sélida. En las realizaciones que implican una fase soélida, el
ADN (o el ARN) de prueba se adsorbe o se prefija de otra manera a una matriz o superficie seleccionada. Este &cido
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nucleico monocatenario fijo se somete a hibridacion con la sondas seleccionadas en las condiciones deseadas las
condiciones seleccionadas dependeran de las circunstancias concretas (dependiendo, por ejemplo del contenido de
G + C, el tipo de acido nucleico diana, la fuente de &cido nucleico, el tamarfio de la sonda de hibridacion, etc.). Los
expertos en la materia conocen bien la optimizacion de las condiciones de hibridacion de la aplicacion concreta de
interés. Tras lavar las moléculas hibridadas para eliminar las moléculas de la sonda no especificamente unidas, se
detecta y/o se cuantifica la hibridacion, determinando la cantidad de la marca unida. Los métodos representativos de
hibridacion en fase sélida se describen en las patentes de los Estados Unidos 5. 843. 663, 5. 900. 481 y 5. 919. 626.
Otros métodos de hibridacion que se pueden usar se describen en las patentes de los Estados Unidos 5. 849. 481,
5.849. 486y 5. 851. 772.

2. Amplificacion de acidos nucleicos

Los &cidos nucleicos usados como molde para la amplificacion se pueden aislar de células, tejidos u otras muestras
de acuerdo con las metodologias normalizadas (Sambrook y col., 1989). En determinadas realizaciones, se lleva a
cabo el andlisis sobre la célula completa o los homogenados de tejidos o las muestras de fluidos biolégicos sin
purificacién sustancial del molde de acido nucleico. El acido nucleico puede ser ADN gendmico o fraccionado o ARN
celular completo. Cuando se usa ARN, se puede desear convertir en primer lugar el ARN a un ADN complementario.

Se entiende que el término “cebador”, tal como se usa en el presente documento, abarca cualquier acido nucleico
que sea capaz de cebar la sintesis de un acido nucleico nascente en el procedimiento dependiente del molde.
Normalmente, los cebadores son oligonucleétidos procedentes de 10 a veinte y/o treinta pares de bases de longitud,
pero se pueden emplear secuencias mas largas. Se pueden proporcionar cebadores en forma bicatenaria y/o
monocatenaria, aunque se prefiere la forma monocatenaria.

Las parejas de cebadores disefiadas para hibridarse selectivamente con los acidos nucleicos que corresponden a
las secuencias de genes identificadas en el presente documento se ponen en contacto con el molde de acido
nucleico en condiciones que permiten la hibridacion selectiva. Dependiendo de la aplicacién deseada, se pueden
seleccionar condiciones de rigor elevado que solo permitan la hibridaciéon con secuencias que son completamente
complementarias con los cebadores. En otras realizaciones, se puede producir la hibridaciéon en condiciones de rigor
reducido para permitir la amplificacion de los acidos nucleicos que contienen uno o mas emparejamientos
incorrectos con las secuencias del cebador. Una vez hibridados, el complejo del molde-cebador se pone en contacto
con una o mas enzimas que faciliten la sintesis del acido nucleico dependiente del molde. Se llevan a cabo multiples
ciclos de amplificacién, denominados también como “ciclos”, hasta que se produce una cantidad suficiente del
producto de la amplificacion.

El producto de la amplificacion se puede detectar o cuantificar. En determinadas aplicaciones, la deteccién se puede
llevar a cabo por medios visuales. De forma alternativa, la deteccién puede implicar la identificacion indirecta del
producto mediante quimioluminiscencia, gammagrafia radioactiva de una radiomarca o marca fluorescente
incorporada o incluso mediante un sistema que utiliza sefiales de impulsos eléctricos y/o térmicos

Estan disponibles numerosos procedimientos dependientes de moldes para amplificar las secuencias de
oligonucleétidos presentes en una muestra de molde dada. Uno de los métodos de amplificacion mejor conocidos es
la reaccion en cadena de la polimerasa (denominada PCRTM) que se describe en detalle en las patentes de los
Estados Unidos 4. 683. 195, 4. 683. 202 y 4. 800,159, y en Innis y col., 1988

Se puede llevar a cabo un procedimiento de amplificacion de la PCR™ mediante la transcriptasa inversa para
cuantificar la cantidad de ARNm amplificado. Son bien conocidos los métodos de transcribir de manera inversa ARN
en ADNc (véase Sambrook y col., 1989). Los métodos alternativos para la transcripcién inversa utilizan ADN
polimerasas termoestables. Se describen estos métodos en el documento WO 90/07641. Son bien conocidas en la
técnica las metodologias de la reaccion en cadena de la polimerasa. Los métodos representativos de la RT-PCR se
describen en la patente de los Estados Unidos 5. 882. 864.

Otro método de amplificacion es la reaccién en cadena de la ligasa (“LCR”), descrita en la solicitud europea N°
320.308. La PATENTE de los Estados Unidos 4. 883. 750 describe un método similar a la LCR1para la unién de
parejas de sondas con una secuencia diana. Se puede usar también el método basado en la PCR M y el ensayo de
la oligonucledtido ligasa (OLA), descrito en la patente de los Estados Unidos 5. 912. 148.

Los métodos alternativos para la amplificacion de secuencias de acidos nucleicos diana que se pueden usar en las
patentes de los Estados Unidos 5. 843. 650, 5. 846. 709, 5. 846. 783, 5. 849. 546, 5. 849. 497, 5. 849. 547, 5. 858,
652, 5. 866. 366, 5. 916. 776, 5. 922. 574, 5. 928. 905, 5. 928. 906, 5. 932. 451, 5. 935. 825, 5. 939. 291 y 942, 391,
Solicitud GB N2 2 202 328, y en la Solicitud PCT N° PCT/US89/01025.

Se puede usar también como método de amplificacion la Qbeta Replicasa descrita en la Solicitud PCT N°
PCT/US87/00880. En este método, se afiade a una muestra una secuencia replicativa de ARN que tiene una region
complementaria de la regién diana en presencia de una ARN polimerasa La polimerasa copiara la secuencia
replicativa que puede detectarse a continuacion.
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Un método de amplificacion isotérmica, en el que se utilizan las endonucleasas de restriccion y las ligasas para
conseguir la amplificacion de las moléculas dianas que contienen el nucleétido 5'-[alfa-tio] —trifosfatos en una hebra
de un sitio de restriccion puede ser también util en la amplificacion de acidos nucleicos (Walker y col., 1992). La
amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA) descrita en la patente de los Estados Unidos 5. 916. 799 es otro
método para llevar a cabo la amplificacion isotérmica de acidos nucleicos que implica multiples ciclos de
desplazamiento y sintesis de hebras, es decir, traduccion de hendidura.

Otros procedimientos de amplificaciéon de acido nucleico incluyen los sistemas de amplificacion basados en la
transcripcion (TAS) que incluyen la amplificacién basa en la secuencia del acido nucleico (NASBA) y 3SR (Kwoh y
col., 1989; solicitud PCT WO 88/10315. La solicitud Europea N® 329 822 describe un procedimiento de amplificacién
del &cido nucleico que implica sintetizar ciclicamente ARN monocatenario (“ARNss”), ADNss, y ADN bicatenario
(ADNds), que se puede usar.

La solicitud PCT WO 89/06700 describe un esquema de amplificacion de la secuencia de acido nucleico basado en
la hibridacién de la secuencia de la regién promotora/cebador de un ADN monocatenario (“ADNss”) diana seguido
por la transcripcion de muchas copias de ARN de la secuencia. Este esquema no es ciclico, es decir, no se
producen nuevos moldes a partir de los transcritos de ARN resultantes. Otros métodos de amplificacion incluyen
“RACE” y una “PCR monolateral” (Frohman, 1990; Ohara y col., 1989).

3. Deteccidn de acidos nucleicos

Tras cualquier amplificacién, puede ser deseable separar el producto de la amplificacién a partir del molde y/o el
cebador en exceso. En una realizacion, los productos de la amplificacion se separan mediante electroforesis en gel
de agarosa, agarosa-acrilamida, o poliacrilamida utilizando métodos normalizados (Sambrook y col., 1989). Los
productos de la amplificacién separados pueden cortarse y eluirse a partir del gel para la manipulacion adicional.
Utilizando geles de agarosa de bajo punto de fusion, se puede eliminar la banda separada calentando el gel, seguido
por la extraccion del &cido nucleico.

Puede efectuarse también la separacion de los acidos nucleicos mediante técnicas de cromatografia conocidas en la
materia. Existen muchos tipos de cromatografias que se pueden usar, que incluyen la cromatografia de adsorcion,
de particién, de intercambio idnico, de hidroxiapatito, de tamiz molecular, de fase inversa, en columna, en capa fina,
y la cromatografia gaseosa asi como la HPLC.

En determinadas realizaciones, se visualizan los productos de la amplificacién. Un método de visualizacion tipico
implica la tincién de un gel con bromuro de etidio y la visualizacion de las bandas con luz UV. De forma alternativa, si
los productos de la amplificacion se marcan integramente con nucleodtidos radiomarcados o marcados
fluorométricamente, los productos de la amplificacion separados se pueden exponer a pelicula de rayos x o
visualizarse en los espectros excitatorios adecuados.

En una realizacion, tras la separacion de los productos de la amplificaciéon, una sonda de acido nucleico marcada se
pone en contacto con la secuencia marcadora amplificada. La sonda se conjuga preferiblemente con un croméforo,
pero puede radiomarcarse. En otra realizacién, la sonda se conjuga con un ligando, tal como un anticuerpo o biotina,
u otro ligando que transporta un resto detectable

En las realizaciones concretas, la deteccion es mediante la transferencia Southern, y la hibridaciéon con una sonda
marcada. Los expertos en la materia conocen bien las técnicas implicadas en la transferencia Southern (véase
Sambrook y col., 1989). Un ejemplo de lo anterior se describe en la patente de los Estados Unidos 5. 279. 721, que
describe un aparato y un método para la electroforesis automatizada y la transferencia de acidos nucleicos El
aparato permite la electroforesis y la inmunotransferencia sin manipulacién externa del gel. Otros métodos de
deteccion de acidos nucleicos que se pueden usar se describen en las patentes de los Estados Unidos 5. 840. 873,
5. 843. 640, 5. 843. 651. 5. 846. 708, 5. 846. 717, 5. 846. 726, 5. 846. 729, 5. 849. 487, 5. 853. 990, 5. 853. 992, 5.
853. 993, 5. 856. 092, 5. 861. 244, 5. 863. 732, 5. 863. 753, 5. 866. 331, 5. 905. 024, 5. 910. 407, 5. 912. 124, 5.
912. 145, 5. 919. 630, 5. 925. 517, 5. 928. 862, 5. 928. 869, 5. 929. 227, 5. 932. 413 y 5. 935. 791.

4. Otros ensayos

Se pueden usar otros métodos para el cribado genético, por ejemplo, para detectar mutaciones en muestras de ADN
gendmico, ADNc y/o muestras de ARN. Los métodos usados para detectar mutaciones puntuales incluyen la
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (“DGGE”), el analisis del polimorfismo de longitud del fragmento
de restriccion (“RFLP”), los métodos de escision quimicos o enzimaticos, la secuenciacion directa de las regiones
diana amplificadas mediante la PCR™ (véase anteriormente), el andlisis del polimorfismo de conformacién
monocatenario (“SSCP”) y otros métodos bien conocidos en la técnica.

Un método de cribado de las mutaciones puntuales se basa en la escisién de la ARNasa de pares de bases

emparejados de manera incorrecta en heterodupletes de ARN/ADN o ARN/ARN. Tal como se usa en el presente
documento, el término “emparejado de manera incorrecta” se define como una regién de uno o mas nucleétidos no
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emparejados o emparejados de manera incorrecta en una molécula de ARN/ARN, ARN/ADN o ADN/ADN
bicatenaria: Esta definicién incluye de esta manera emparejamientos incorrectos debidos a mutaciones de
insercién/delecién, asi como mutaciones puntuales de bases Unicas o multiples.

La patente de los Estados Unidos 4. 946. 773 describe un ensayo de escisidn con emparejamiento incorrecto
mediante ARNasa que implica hibridar muestras de ensayo de ADN o ARN monocatenario a una sonda de ARN, y
un tratamiento posterior de los dupletes de acido nucleico con ARNasa A. Para la deteccion de los emparejamientos,
los productos monocatenarios del tratamiento con la ARNasa A, separados electroforéticamente de acuerdo con el
tamano, se comparan con dupletes control tratados de forma similar. Las muestras que contienen fragmentos mas
pequerios (productos de escision) no se observan en el duplete control y se puntdan como positivas.

Otros investigadores han descrito el uso de ARNasa | en ensayos de emparejamiento incorrecto. Se describe el uso
de la ARNasa | para la deteccién del emparejamiento incorrecto en la bibliografia de Promega Biotech. Promega
comercializa un kit que contiene ARNasa | que se informa que escinde tres de cuatro emparejamientos incorrectos
conocidos. Otros han descrito la utilizaciéon de la proteina MutS u otra enzima reparadora del ADN para la deteccién
de emparejamientos incorrectos de bases individuales.

Los métodos alternativos para la deteccién de la delecion, de mutaciones de insercion o sustitucion que se pueden
usar se describen en las patentes de los Estados Unidos 5. 849. 483, 5. 851. 770, 5. 866. 337, 5. 925. 525 y 5. 928.
870.

Métodos de transferencia génica

Se cree que los métodos adecuados para la administracion de acidos nucleicos para efectuar la expresién de las
composiciones incluyen virtualmente cualquier método por el cual se puede introducir un acido nucleico (por ejemplo
ADN, incluyendo vectores viricos y no viricos) en un organulo, una célula, un tejido o un organismo, tal como se
describe en el presente documento o como los conoceria una persona normalmente experta en la materia. Dichos
métodos incluyen, pero no se limitan a, administracion directa del ADN tal como mediante inyeccion (patentes de los
Estados Unidos 5. 994. 624, 5. 981. 274, 5. 945. 100, 5. 780. 448, 5. 736. 524, 5. 702. 932, 5. 656. 610, 5. 589. 466
y 5. 580. 859, incluyendo la microinyeccién (Harlan y Weintraub, 1985; patente de los Estados unidos 5. 789. 215;
mediante electroporacion (patente de los Estados Unidos N? 5. 384. 253), mediante precipitacion con fosfato de
calcio (Graham y Van Der Eb, 1973; Chen y Okayama, 1987; Rippe y col, 1990); utilizando DEAE-dextrano
seguidos por polietilenglicol (Gopal, 1985); mediante carga soénica directa (Fechheimer y col., 1987); mediante
transfeccion mediada por liposomas (Nicolau y Sene, 1982; Fraley y col., 1979; Nicolau y col., 1987; Wong y col.,
1980; Kaneda y col., 1989; Kato y col., 1991); mediante bombardeo de microproyectiles (solicitudes PCT N°. WO
94/09699 y 95/06128; patentes de los Estados Unidos 5. 610. 042; 5. 322. 783, 5. 563. 055, 5. 550. 318, 5. 538. 877
y 5. 538. 880); mediante fibras de carburo de silicio con agitacién (Kaeppler y col., 1990; patentes de los Estados
Unidos 5. 302. 523 y 5. 464. 765); mediante transformacion mediada por Agrobacterium (patentes de los Estados
Unidos 5. 591. 616 y 5. 563. 055); o mediante transformacién de protoplastos mediada por PEG (Omirulleh y col.,
1993; patentes de los Estados Unidos 4. 684. 611 y 4. 952. 500); mediante captacién de ADN mediada por
desecacion/inhibicion (Potrykus y col., 1985). Mediante la aplicacién de técnicas como estas se pueden transformar
de manera estable o transitoria organulo(s), célula(s), tejido(s) u organismo(s).

Componentes y restos lipidos

Son utiles composiciones que comprenden uno o mas lipidos asociados a un &cido nucleico, una molécula de
aminoacidos, tal como un péptido, u otro compuesto de molécula pequefia. En algunas de las realizaciones descritas
en el presente documento, la molécula puede ser tanto un polipéptido de poxvirus como un modulador de polipéptido
de poxvirus, por ejemplo, un acido nucleico que codifica todo o parte tanto de un polipéptido de poxvirus, como
alternativamente, una molécula de aminoacidos que codifica todo o parte de un polipéptido de poxvirus. Un lipido es
una sustancia que es caracteristicamente insoluble en agua y extraible con un disolvente organico. Los compuestos
que describen especificamente aquello en el presente documento se entiende que lo son por un experto en la
materia de los lipidos. Un componente lipido y un componente no lipido pueden unirse entre si, tanto de forma
covalente como de forma no covalente.

Un lipido puede producirse de manera natural o sintética (es decir, disefiarse o producirse por el hombre). Sin
embargo, un lipido es usualmente una sustancia bioldgica. Son bien conocidos en la técnica los lipidos biol6gicos, e
incluyen, por ejemplo, grasas neutras, fosfolipidos, fosfoglicéridos, esteroides, terpenos, lisolipidos,
glicoesfingolipidos, glucolipidos, sulfatidos, lipidos con éter y acidos grasos unidos a éster y lipidos polimerizables, y
sus combinaciones.

Una molécula de acido nucleico o una molécula de aminoacidos, tal como un péptido, asociado con un lipido puede
dispersarse en una disolucién que contiene un lipido, disolverse con un lipido, emulsionarse con un lipido, mezclarse
con un lipido, combinarse con un lipido, unirse covalentemente a un lipido, contenida como una suspensién en un
lipido o asociada de otra manera con un lipido. Las composiciones lipidas o asociadas a lipidos/poxvirus no se
limitan a cualquier estructura particular. Por ejemplo, pueden simplemente entremezclarse en una disolucion,
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formando posiblemente agregados que no son uniformes ya sea en tamafio como en forma. En otro ejemplo,
pueden estar presentes en una estructura de tipo bicapa, como micelas, o con una estructura “colapsada”. En otro
ejemplo no limitante, se contempla también un complejo de lipofectamina (Gibco BRL —poxvirus o Superfect
(Qiagen) -poxvirus

En determinadas realizaciones, una composicion lipida puede comprender aproximadamente 1 %, aproximadamente
2 %, aproximadamente 3 %, aproximadamente 4 % aproximadamente 5 %, aproximadamente 6 %,
aproximadamente 7 %, aproximadamente 8 %, aproximadamente 9 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente
11 %, aproximadamente 12 %, aproximadamente 13 %, aproximadamente 14 %, aproximadamente 15 %,
aproximadamente 16 %, aproximadamente 17 %, aproximadamente 18 %, aproximadamente 19 %,
aproximadamente 20 %, aproximadamente 21 %, aproximadamente 22 %, aproximadamente 23 %,
aproximadamente 24 9%, aproximadamente 25 %, aproximadamente 26 %, aproximadamente 27 %,
aproximadamente 28 9%, aproximadamente 29 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 31 %,
aproximadamente 32 9%, aproximadamente 33 %, aproximadamente 34 9%, aproximadamente 35 %,
aproximadamente 36 %, aproximadamente 37 %, aproximadamente 38 9%, aproximadamente 39 %,
aproximadamente 40 %, aproximadamente 41 %, aproximadamente 42 %, aproximadamente 43 %,
aproximadamente 44 %, aproximadamente 45 %, aproximadamente 46 %, aproximadamente 47 %,
aproximadamente 48 %, aproximadamente 49 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 51 %,
aproximadamente 52 %, aproximadamente 53 %, aproximadamente 54 9%, aproximadamente 55 %,
aproximadamente 56 9%, aproximadamente 57 %, aproximadamente 58 9%, aproximadamente 59 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 61 %, aproximadamente 62 %, aproximadamente 63 %,
aproximadamente 64 9%, aproximadamente 65 %, aproximadamente 66 %, aproximadamente 67 %,
aproximadamente 68 %, aproximadamente 69 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 71 %,
aproximadamente 72 %, aproximadamente 73 %, aproximadamente 74 %, aproximadamente 75 %,
aproximadamente 76 %, aproximadamente 77 %, aproximadamente 78 %, aproximadamente 79 %,
aproximadamente 80 %, aproximadamente 81 %, aproximadamente 82 %, aproximadamente 83 %,
aproximadamente 84 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 86 %, aproximadamente 87 %,
aproximadamente 88 9%, aproximadamente 89 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %,
aproximadamente 92 9%, aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 9%, aproximadamente 95 %,
aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 9%, aproximadamente 99 %,
aproximadamente 100 %, o cualquier intervalo derivable del anterior, de un lipido concreto, tipo de lipido o
componente no lipido tal como un farmaco, proteina, azlcar, acidos nucleicos u otro material descrito en el presente
documento o que conoceria una persona experta en la materia. En un ejemplo no limitante, una composicién lipida
puede comprender aproximadamente 10 % a aproximadamente 20 % de lipidos neutros, y aproximadamente 33 % a
aproximadamente 34 % de un cerebrosido, 1 aproximadamente un 1 % de colesterol. En otro ejemplo no limitante,
un liposoma puede comprender aproximadamente 4 % a aproximadamente 12 % de terpenos, donde
aproximadamente un 1 % de la micela es especificamente licopeno, dejando aproximadamente un 3 % a
aproximadamente un 11 % del liposoma comprendiendo otros terpenos, y aproximadamente un 10 % a
aproximadamente un 35 % de fosfatidilcolina, y aproximadamente un 1 % de un farmaco. De esta manera, se
contempla que las composiciones lipidas puedan comprender cualquiera de los lipidos, tipos de lipidos u otros
componentes en cualquier combinacion o intervalo de porcentaje.

E Formulaciones farmacéuticas, administracion y regimenes de tratamiento

Es util un método para tratar una enfermedad hiperproliferativa, tal como un cancer, mediante la administracién de
un poxvirus alterado, tal como un virus vaccinia. Los ejemplos de cancer contemplados por el tratamiento incluyen
cancer de pulmon y cancer de cuello, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer de prostata, cancer renal,
cancer de hueso, cancer de testiculo, cancer de cuello de utero, cancer gastrointestinal, linfomas, lesiones
preneoplasicas en el pulmén, cancer de colon, melanoma, cancer de vejiga y cualquier otro cancer o tumor que se
pueda tratar.

Una cantidad eficaz de la composicién farmacéutica, por lo general, se define como la cantidad suficiente para
mejorar, reducir, minimizar, o limitar de forma detectable y repetida la extension de la enfermedad o sus sintomas.
Pueden aplicarse definiciones mas rigurosas, que incluyen la eliminacion, erradicacion o cura de la enfermedad.

De forma preferible, los pacientes tendran una funciéon adecuada de la médula 6sea (definida como un recuento de
granulocitos absolutos periféricos de > 2.000 / mm?® y un recuento de plaquetas de 100.000 / mm3), funcién hepatica
adecuada (bilirrubina < 1,5 mg / dl) y funcién renal adecuada (creatinina < 1,5 mg / dl).

Administracion

Para destruir células, inhibir el crecimiento celular, inhibir la metastasis, disminuir el tamafio del tumor o del tejido e
invertir o reducir de otra manera el fenotipo maligno de las células tumorales, usando los métodos y composiciones
descritos en el presente documento, se pondria generalmente en contacto una célula hiperproliferativa con el
compuesto terapéutico tal como un polipéptido 0 una construccion de expresion que codifica un polipéptido. Las
rutas de administracién variaran, naturalmente, con la localizacién y la naturaleza de la lesién, e incluyen, por
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efemplo, administracién y formulacién intradérmica, transdérmica, parenteral, intravenosa, intramuscular, intranasal,
subcutanea, regional, percuténea, intratraqueal, intraperitoneal, intraarterial, intravesical, intratumoral, por inhalacién,
perfusion, lavado, inyeccion directa, y administracion y formulacion oral.

Para conseguir un beneficio terapéutico con respecto a la dolencia o enfermedad vascular, se pondria en contacto
una célula vascular con el compuesto terapéutico. Cualquiera de las formulaciones y rutas de administracion
descritas con respecto al tratamiento o al diagnéstico del cancer puede emplearse también con respecto a las
enfermedades y dolencias vasculares.

La inyeccion intratumoral, o inyeccién en la vasculatura tumoral se contempla de forma especifica para tumores
discretos, solidos y accesibles. La administracion local, regional, o sistémica puede ser también adecuada. Para
tumores de > 4 cm, el volumen que se va a administrar sera aproximadamente de 4-10 ml (preferiblemente 10 ml),
aunque para tumores de < 4 cm, se utilizard un volumen de aproximadamente 1-3 ml (preferiblemente 3 ml).
Inyecciones multiples administradas como dosis Unicas comprenden aproximadamente volimenes de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,5 ml. Las particulas viricas pueden ponerse en contacto de forma
ventajosa administrando inyecciones miltiples, separadas a aproximadamente intervalos de 1 cm.

En el caso de intervencion quirdrgica, el virus vaccinia que se reivindica se puede usar en una etapa prequirirgica
para convertir un tumor no operable en sujeto de reseccion. De forma alternativa, se puede usar en el momento de
la cirugia, y/o posteriormente, para tratar una enfermedad residual o metastésica. Por ejemplo, un lecho tumoral
extirpado puede inyectarse o perfundirse con una formulacién que comprende un polipéptido de poxvirus o un
poxvirus que comprende una mutacion que vuelve el poxvirus ventajoso para el tratamiento del cancer o las células
cancerosas. La perfusion puede continuarse después de la reseccién, por ejemplo, dejando un catéter implantado en
el sitio de la cirugia. Se prevé un tratamiento periédico posterior a la cirugia.

Puede aplicarse también la administracion continua cuando sea adecuado, por ejemplo, cuando se extirpa un tumor
y se trata el lecho del tumor para eliminar la enfermedad microscopica, residual. Se prefiere la administracion
mediante jeringuilla o cateterizacion. Dicha perfusion continua puede tener lugar durante un periodo de
aproximadamente 1-2 horas, a aproximadamente 2-6 horas, a aproximadamente 6-12 horas, a aproximadamente
12-24 horas, a aproximadamente 1-2 dias, a aproximadamente 1-2 semanas o mas tras el inicio del tratamiento.
Generalmente, la dosis de composicion terapéutica mediante perfusién continua sera equivalente a la dada
mediante inyecciones Unicas o multiples, ajustadas durante un periodo de tiempo durante el cual se produce la
perfusion. Se contempla ademas que se pueda usar la perfusion limbica para administrar composiciones
terapéuticas, particularmente en el tratamiento de melanomas y sarcomas.

También pueden variar los regimenes de tratamiento, y a menudo dependen del tipo de tumor, la localizacion del
tumor, la progresion de la enfermedad, y la salud y edad del paciente. Obviamente, el tumor requerira un tratamiento
mas agresivo, mientras que al mismo tiempo, determinados pacientes no pueden tolerar protocolos mas duros. El
médico probara el mas adecuado a dichas decisiones basandose en la eficacia y toxicidad conocidas (si acaso) de
las formulaciones terapéuticas.

En determinadas realizaciones, el tumor que se esta tratando puede no ser, al menos inicialmente, extirpable. Los
tratamientos con construcciones viricas terapéuticas pueden aumentar la extirpabilidad del tumor debido al
acortamiento en los margenes o mediante la eliminacién de determinadas porciones particularmente invasivas. Tras
los tratamientos, puede ser posible la reseccion. Los tratamientos adicionales posteriores a la reseccion serviran
para eliminar la enfermedad residual microscopica en el sitio del tumor.

Un curso tipico de tratamiento de un tumor primario o de un lecho de tumor posterior a la reseccién, implicara
multiples dosis. El tratamiento del tumor primario tipico implica la aplicacién de 6 dosis durante un periodo de dos
semanas. El régimen de dos semanas puede repetirse una, dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas veces. Durante un
curso de tratamiento, se puede volver a evaluar la necesidad de completar las dosificaciones planificadas.

Los tratamientos pueden incluir diversas-"dosis unitarias”. La dosis unitaria se define como aquella que contiene una
cantidad predeterminada de la composicion terapéutica. La cantidad que se va a administrar, y la ruta y la
formulacion concretas, estan comprendidas en los conocimientos de los expertos en las técnicas clinicas. Una dosis
unitaria no necesita administrarse como una Unica inyeccién, pero puede comprender la infusién continua durante un
periodo determinado de tiempo. La dosis unitaria puede describirse convenientemente en términos de unidades
formadoras de placas (ufp) para una construccion virica. Las dosis unitarias varian entre 10°, 10*, 10°, 10°, 107, 105,
10% 10", 10", 10", 10" ufp y superiores. De forma alternativa, dependiendo del tipo de virus y de los titulos que se
pueden alcanzar, se administraran 1 a 100, 10 a 50, 100-100, o hasta aproximadamente 1 x 10*, 1 x 10°, 1 x 10, 1 x
107,1x10% 1x10% 1x10" 1 x 10", 1x 10", 1 x 10", 1 x 10", 0 1 x 10'® 0 més particulas viricas infecciosas (pv)
al paciente o a las células del paciente.

Composiciones y formulaciones inyectables

El método preferido para la administracion de una construccion de expresion o virus que codifica todo o parte del
genoma de un poxvirus para cancer o células tumorales es mediante inyeccion intratumoral. Sin embargo, las
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composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden administrarse de forma alternativa por via
parenteral, intravenosa, intradérmica, intramuscular, transdérmica o incluso intraperitoneal tal como se describe en la
patente de los Estados Unidos 5. 543. 158, patente de los Estados Unidos 5. 641. 515 y patente de los Estados
Unidos 5. 399. 363.

Se puede administrar la inyeccién de construcciones de acidos nucleicos mediante jeringuilla o cualquier otro
método utilizado para la inyeccién de una disolucién, siempre que la construccién de expresioén pueda pasar a través
del calibre concreto de la aguja requerida para la inyeccion. Se ha descrito recientemente un novedoso sistema de
inyeccion sin aguja (patente de los Estados Unidos 5. 846. 233) que tiene una boquilla que define una camara de
ampolla para mantener la disolucién y un dispositivo de energia para impulsar la disolucién fuera de la boquilla hacia
el sitio de la administracion. Se ha descrito también un sistema de jeringuilla para uso en terapia génica que permite
multiples inyecciones de cantidades predeterminadas de una disolucion de forma precisa a cualquier profundidad
(Patente de los Estados Unidos 5. 846. 225).

Se pueden preparar disoluciones de los compuestos activos como bases libres o sales farmacolégicamente
aceptables en agua mezcladas de manera adecuada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. Se pueden
preparar también dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y sus mezclas y en aceites. En condiciones
normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento de
microorganismos. Las formas farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones
acuosas estériles y polvos estériles para la preparacién extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables
estériles (patente de los Estados Unidos 5. 466. 468). En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida
en la extension que exista una facil capacidad de inyeccién. Debe ser estable en condiciones de fabricacién y
almacenamiento y debe preservarse frente a la acciéon de la contaminacion de los microorganismos, tales como
bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersiéon que contenga, por ejemplo, agua,
etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), sus mezclas adecuadas, y/o
los aceites vegetales. Se puede mantener una fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento,
tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamano de particulas requerido en el caso de la dispersion y
mediante el uso de tensioactivos. Se puede lograr la prevencién de la accién de los microorganismos mediante
diversos agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, &acido sorbico,
timerosal, y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azicares o cloruro
de sodio. Se puede lograr la absorciéon prolongada de las composiciones inyectables mediante el uso en las
composiciones de agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Para la administracién parenteral en una disolucién acuosa, por ejemplo, la disolucién debe tamponarse de manera
adecuada si es necesario y el diluyente liquido hacerse en primer lugar isoténico con suficiente suero salino o
glucosa. Estas disoluciones acuosas concretas son especialmente adecuadas para la administracién intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intratumoral e intraperitoneal. En lo que respecta a este punto, los expertos en la materia
conoceran los medios acuosos estériles que se pueden emplear a la luz de la presente divulgacién. Por ejemplo, se
puede disolver una dosis en 1 ml de solucion de NaCl isoténica y afadirse tanto a 1000 ml del fluido de
hipodermoclisis como inyectarse en el sitio propuesto de la infusién (véase, por ejemplo, "Remington’s
Pharmaceutical Sciences" 152 Edicion, paginas 1035-1038 y 1570-1580). Se producira necesariamente alguna
variacion en la dosificaciéon dependiendo de la dolencia de la que se esta tratando al sujeto. La persona responsable
de la administracién determinara, en todo momento, la dosis adecuada para el sujeto individual. Ademas, para la
administracion a un ser humano, las preparaciones deben cumplir los estandares de esterilidad, pirogenicidad,
seguridad general y pureza que requiere la Oficina de Estandares Bioldgicos de la FDA.

Las disoluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en
el disolvente adecuado con diversos de los diferentes ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiere,
seguido por la esterilizacién mediante filtro. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos
principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los diferentes
ingredientes requeridos de entre los anteriormente enumerados. En el caso de los polvos estériles para la
preparacion de disoluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacién son las técnicas de secado
a vacio y de criocongelacion que dan como resultado un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente
deseado adicional procedente de una disolucion del mismo filtrada en estéril.

Las composiciones descritas en el presente documento se pueden formular en una forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acido (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, de dichos
acidos organicos como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con grupos carboxilo
libres también pueden derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio, o férrico, y dichas bases organicas como Isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares. Tras la
formulacion, se administraran las disoluciones de una manera compatible con la formulaciéon de dosificacion y en la
mencionada cantidad que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilimente en varias
formas de dosificacion tales como disoluciones inyectables, capsulas de liberacion de farmacos y similares.

Tal como se usa en el presente documento “portador’ incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de
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dispersién, vehiculos, revestimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de
retraso de la absorcion, tampones, disoluciones portadoras, suspensiones, coloides, y similares. El uso de dichos
medios y agentes para las sustancias activas farmacéuticas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en
que cualquier medio 0 agente convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas. Se pueden incorporar también principios activos suplementarios en las composiciones.

La frase “farmacéuticamente aceptable” o “farmacolégicamente aceptable” se refiere a entidades y composiciones
moleculares que no producen una reaccion alérgica o perjudicial similar cuando se administran a un ser humano. Es
bien conocida en la técnica la preparacion de una composicidon acuosa que contiene una proteina como principio
activo. Normalmente, dichas composiciones se preparan ya sea como disoluciones o suspensiones liquidas
inyectables; se pueden preparar también formas sélidas adecuadas para disolucion en, o suspension en, liquido
antes de la inyeccién.

Tratamientos de combinacion

Se pueden usar los compuestos y métodos descritos en el presente documento en el contexto de
enfermedades/dolencias hiperproliferativas que incluyen cancer y ateroesclerosis. Para aumentar la eficacia de un
tratamiento con los virus vaccinia atenuados puede ser deseable combinarlos con otros agentes eficaces en el
tratamiento de las enfermedades y dolencias. Por ejemplo, puede implementarse el tratamiento del cancer con virus
vaccinia atenuados y otros tratamientos anticancerosos, tales como agentes anticancerosos o cirugia.

Se pueden emplear diversas combinaciones, por ejemplo, un poxvirus atenuado, tal como virus vaccinia, es “A” y el
tratamiento anticanceroso secundario es “B”.

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B  B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/AB/B A/B/AB A/B/B/A B/B/A/A
B/AB/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A A/B/A/A A/A/B/A

La administracién de construcciones de expresién terapéuticas a un paciente seguira los protocolos generales para
la administracién de este tratamiento secundario concreto, teniendo en cuenta, en su caso, la toxicidad del
tratamiento con el poxvirus. Se espera que se repitan los ciclos de tratamiento seglin sea necesario. Se contempla
que se pueden aplicar diversos tratamientos normalizados, asi como la intervencién quirdrgica, en combinacién con
el tratamiento contra el cancer o contra las células tumorales descrito.

1. Tratamiento contra el cancer

Un agente “anticanceroso” puede afectar negativamente el cancer en un sujeto, por ejemplo, destruyendo las células
cancerosas, induciendo la apoptosis en las células cancerosas, reduciendo la tasa de crecimiento de las células
cancerosas, reduciendo la incidencia o el nimero de metéastasis, reduciendo el tamafo del tumor, inhibiendo el
crecimiento del tumor, reduciendo el aporte de sangre a un tumor o a las células cancerosas, promoviendo una
respuesta inmune contra las células cancerosas o un tumor, evitando o inhibiendo la progresién del cancer, o
aumentando la duracién de la vida de un sujeto con cancer. Los agentes anticancerosos incluyen agentes biologicos
(biotratamiento), agentes de quimioterapia y agentes de radioterapia. De forma méas general, estas otras
composiciones podrian proporcionarse en una cantidad eficaz combinada para destruir o inhibir la proliferacion de
las células. Este procedimiento puede implicar poner en contacto las células con la construccion de expresién y
el(los) agente(s) o multiple(s) factor(es) al mismo tiempo. Esto se puede conseguir poniendo en contacto la célula
con una Unica composicion o formulacién farmacoldgica que incluya ambos agentes, o poniendo en contacto la
célula con dos composiciones o formulaciones distintas, al mismo tiempo, donde una composicién incluye la
construccion de expresion y la otra incluye el(los) segundo(s) agente(s).

La resistencia de las células tumorales a los agentes de quimioterapia y radioterapia representa un problema
principal en la oncologia clinica. Una meta de las investigaciones actuales sobre el cancer es encontrar maneras de
mejorar la eficacia de la quimio y la radioterapia combinandolas con la terapia génica. Por ejemplo, el gen de la
timidina quinasa del herpes simple (HS-tK), cuando se administr6 a tumores cerebrales mediante un sistema de
vector retrovirico, indujo la susceptibilidad de forma satisfactoria al agente antivirico ganciclovir (Culver y col., 1992).
Se contempla que se podria usar de manera similar el tratamiento con poxvirus junto con la intervencion
quimioterapéutica, radioterapéutica, inmunoterapéutica u otra intervencion biolégica, ademas de otros agentes
proapoptéticos o reguladores del ciclo celular.

De forma alternativa, la terapia génica puede preceder o seguir al tratamiento con otros agentes en intervalos que
varian desde minutos a semanas. En realizaciones que las que se aplican a la célula por separado el otro agente y
la construccién de expresion, se podria asegurar generalmente que un periodo significativo de tiempo no expira
entre el tiempo de cada administracién, de tal manera que el agente y la construccion de expresion serian todavia
capaces de ejercer de forma ventajosa un efecto combinado sobre la célula. En dichos casos, se contempla que se
pueda poner en contacto la célula con ambas modalidades en aproximadamente 12-24 h entre si y, de forma mas
preferible, en aproximadamente 6-12 h entre si. En algunas situaciones, puede ser deseable extender el periodo de
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tiempo significativamente durante el tratamiento, sin embargo, un lapso entre varios dias (2, 3, 4, 5, 6 0 7) a varias
semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) entre las administraciones respectivas.

a. Quimioterapia

Los tratamientos contra el cancer incluyen también varios tratamientos combinados con tratamientos quimicos y
basados en radiaciéon. Las quimioterapias combinadas incluyen, por ejemplo, cisplatino (CDDP), carboplatino,
procarbazina, mecloretamida, ciclofosfamida, camptotecina, ifosfamida, melfalan, clorambucilo, busulfan, nitrosurea,
dactinomicina, daunorubicina, doxorubicina, bleomicina, plicomicina, mitomicina, etopésido (VP16), tamoxifeno,
raloxifeno, agentes de unién al receptor del estrogeno, taxol, gemcitabina, navelbina, inhibidores de la farnesil-
proteina transferasa, transplatino, 5-fluorouracilo, vincristina, vinblastina y metotrexato, Temazolomida (una forma
acuosa de DTIC), o cualquier analogo o variante de derivado del anterior. La combinacién de la quimioterapia con la
terapia biolégica es conocida como bioquimioterapia.

b. Radioterapia

Otros factores que producen dafo en el ADN y que se han usado extensamente incluyen los que se conocen
comunmente como rayos v, rayos X, y/o la administracion dirigida de radioisotopos a las células tumorales. Se
contemplan también otras formas de factores que danan el ADN tales como microondas y la irradiacién UV. Es mas
probable que todos estos factores efectian una amplia gama de dafios en el ADN, en los precursores del ADN, en la
replicacién y la reparacion del ADN, y en el ensamblaje y mantenimiento de los cromosomas. Los intervalos de
dosificacién para los rayos X varian desde dosis diarias de 50 a 200 roentgen durante periodos prolongados de
tiempo (3 a 4 semanas), a dosis Unicas de 2000 a 6000 roentgen. Los intervalos de dosificacion para los
radiois6topos varian ampliamente, y dependen de la semivida del isotopo, la resistencia y el tipo de radiacion
emitida, y la captacion por las células neoplasicas.

Los términos “puesta en contacto” y “expuesto”, cuando se aplican a una célula, se usan en el presente documento
para describir el procedimiento por el cual una construccion terapéutica y un agente quimioterapéutico o
radioterapéutico se administran a una célula diana o se colocan en yuxtaposicién directa con la célula diana. Para
conseguir la destruccién o la estasia de la célula, ambos agentes se administran a una célula en una cantidad eficaz
combinada para destruir la célula o evitar la divisién de la misma.

c. Inmunoterapia

Los agentes inmunoterapéuticos se basan generalmente en el uso de células inmunoefectoras y moléculas para
dirigirse y destruir las células cancerosas. El inmunoefector puede ser, por ejemplo, un anticuerpo especifico de
algun marcador en la superficie de una célula tumoral. El anticuerpo solo puede servir como un efector del
tratamiento o bien puede reclutar otras células para efectuar realmente la destruccién de la célula. El anticuerpo se
puede conjugar también con un farmaco (un agente quimioterapéutico, un radionucleido, la cadena de la ricina A, la
toxina del cdlera, la toxina pertussis, etc.). De forma alternativa, el efector puede ser un linfocito que transporta una
molécula superficial que interactia, tanto directa como indirectamente, con una célula tumoral diana. Diversos
efectores celulares incluyen linfocitos T citotdxicos y células NK. La combinacién de modalidades terapéuticas, es
decir, la actividad citotéxica directa y la inhibicion o reduccién de determinados polipéptidos de poxvirus podrian
proporcionar un beneficio terapéutico en el tratamiento del cancer.

La inmunoterapia también se podria utilizar como parte de un tratamiento combinado. La soluciéon general para un
tratamiento combinado se describe a continuacién. En un aspecto de la inmunoterapia, las células tumorales deben
soportar algin marcador que es responsable del direccionamiento, es decir, no esta presente en la mayoria de
células diferentes. Existen muchos marcadores tumorales y cualquiera de estos puede ser adecuado para el
direccionamiento. Los marcadores tumorales comunes incluyen un antigeno carcinoembriénico, un antigeno
especifico de préstata, un antigeno asociado a tumor urinario, un antigeno fetal, tirosinasa (p97), gp68, TAG-72,
HMFG, Antigeno Sialil Lewis, MucA, MucB, PLAP, receptor del estrogeno, receptor de la laminina, erb By p155. Un
aspecto alternativo de la inmunoterapia es el de los efectos anticancerosos con los efectos inmunoestimuladores.
Existen también moléculas inmunoestimuladoras que incluyen: citoquinas tales como IL-2, IL-4, IL-12, GM-CSF,
IFNYy, quimioquinas tales como MIP-1, MCP-1, IL-8 y factores de crecimiento tales como el ligando de FLT3. La
combinacion de moléculas inmunoestimuladoras, cualquiera de proteinas, o utilizando la administracién génica en
combinacion con un supresor tumoral tal como mda-7 ha mostrado potenciar los efectos antitumorales (Ju y col.,
2000).

Tal como se ha descrito al principio, los ejemplos de inmunoterapias actualmente en investigacion o en uso son los
inmunoadyuvantes (por ejemplo, Mycobacterium bovis, Plasmodium falciparum, dinitroclorobenceno y compuestos
aromaticos) (Patente de los Estados Unidos 5. 801. 005; Patente de los Estados Unidos 5. 739. 169; Hui y
Hashimoto, 1998; Christodoulides y col., 1998), tratamiento con citoquinas (por ejemplo, interferones a, B y v; IL-1,
GM-CSF y TNF) (Bukowski y col., 1998; Davidson y col., 1998; Hellstrand y col., 1998) terapia génica (por ejemplo,
TNF, IL-1, IL-2, p53) (Qin y col., 1998; Austin-Ward y Villaseca, 1998; Patente de los Estados Unidos 5. 830. 880 y
Patente de los Estados Unidos 5. 846. 945) y anticuerpos monoclonales (por ejemplo, dirigidos contra el gangliésido
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GM2, dirigidos contra HER-2, dirigidos contra p185) (Pietras y col., 1998; Hanibuchi y col., 1998; Patente de los
Estados Unidos 5. 824. 311). Herceptina (trastuzumab) es un anticuerpo monoclonal quimérico (ratén-humano) que
bloquea el receptor HER2-neu. Posee actividad antitumoral y ha sido homologado para el uso en el tratamiento de
los tumores malignos (Dillman, 1999). El tratamiento combinado del cancer con herceptina y quimioterapia ha
mostrado ser mas eficaz que los tratamientos individuales. De esta manera, se contempla que se pueden emplear
uno o mas tratamientos anticancerosos con los tratamientos relacionados con poxvirus descritos en el presente
documento.

i) Inmunoterapia pasiva

Existen numerosas soluciones diferentes para la inmunoterapia pasiva del cancer. Se pueden clasificar de manera
amplia en las siguientes; inyeccion de anticuerpos solos, inyeccion de anticuerpos acoplados con toxinas o agentes
quimioterapéuticos; inyeccion de anticuerpos acoplados con is6topos radioactivos; inyeccién de anticuerpos anti-
idiotipo; y finalmente, purga de células tumorales en médula 6sea.

Preferentemente, en la inmunoterapia pasiva se emplean anticuerpos monoclonales humanos, ya que producen
pocos o ningun efecto secundario en el paciente. Sin embargo, su aplicacion esta algo limitada por su carestia y
hasta el momento solo se administran intralesionalmente. Los anticuerpos monoclonales para antigenos de
gangliésidos se han administrado intralesionalmente a pacientes que padecen de melanoma recurrente cutaneo (Irie
y Morton, 1986). Se observé regresion en seis de diez pacientes, tras inyecciones intralesionales diaria o
semanalmente. En otro estudio, se consiguié un éxito moderado a partir de inyecciones intralesionales de dos
anticuerpos monoclonales humanos (Irie y col., 1989).

Puede ser favorable administrar mas de un anticuerpo monoclonal dirigido contra dos antigenos diferentes o
anticuerpos con multiple especificidad antigénica. Los protocolos de tratamiento pueden incluir también la
administracion de linfoquinas u otros inmunopotenciadores tal como se describe por Bajorin y col. (1988). Se
describe el desarrollo de anticuerpos monoclonales humanos con mas detalle en otra parte en la memoria
descriptiva.

ii) Inmunoterapia activa

En la inmunoterapia activa se administra un péptido, polipéptido o proteina antigénica, o una composicién de células
tumorales aut6loga o alogénica o “vacuna”, generalmente con un adyuvante bacteriano distinto (Ravindranath y
Morton, 1991; Morton y col., 1992; Mitchell y col., 1990; Mitchell y col., 1993). En la inmunoterapia del melanoma,
aquellos pacientes que desencadenan una respuesta de IgM elevada sobreviven a menudo mejor que los pacientes
que no desencadenan o tienen una baja concentracion de anticuerpos IgM (Morton y col., 1992). Los anticuerpos
IgM son a menudo anticuerpos transitorios y la excepcién de la regla parecen ser los anticuerpos dirigidos contra
gangliésidos o dirigidos contra hidratos de carbono.

iii) Inmunoterapia adoptiva

En la inmunoterapia adoptiva, los linfocitos en circulacion del paciente, o los linfocitos infiltrados en el tumor, se
aislan in vitro, y se vuelven a administrar activados por linfoquinas tales como IL-2 o transducidas con genes para la
necrosis del tumor (Rosenberg y col., 1988; 1989). Para conseguir esto, se administraria a un animal o paciente
humano una cantidad inmunolégicamente eficaz de linfocitos activados con una composicién de péptido antigénico
incorporada como adyuvante tal como se describe en el presente documento. Los linfocitos activados seran lo mas
preferentemente las propias células del paciente que se aislaron al principio de una muestra de sangre o de tumor y
se activaron (o “expandieron”) in vitro. Esta forma de inmunoterapia ha producido algunos casos de regresién del
melanoma y el carcinoma renal, pero el porcentaje de respondedores pue pequefio en comparacion con los que no
respondieron.

d. Genes

En otra realizacién mas, el tratamiento secundario es una terapia génica en la que se administra un polipéptido
terapéutico antes, después, o al mismo tiempo que se administra un poxvirus atenuado. La administracién de un
poxvirus junto con un vector que codifica uno de los siguientes productos génicos tendra un efecto anticanceroso
combinado sobre los tejidos diana. De forma alternativa, se puede disefiar mediante ingenieria genética el poxvirus
como un vector virico para incluir el polinucleétido terapéutico. Estan abarcadas varias proteinas, alguna de las
cuales se describen a continuacién. La Tabla 6 relaciona diversos genes que se pueden dirigir para la terapia génica
de alguna forma.

i) Inductores de la proliferacion celular
Las proteinas que inducen la proliferacién celular se clasifican adicionalmente en diversas categorias segun su

funcion. Es comun a todas estas proteinas su capacidad para regular la proliferacion celular. Por ejemplo, una forma
de PDGF, el oncogén sis, es un factor de crecimiento secretado. Los oncogenes surgen raramente de genes que
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codifican factores de crecimiento, y, actualmente, sis es el Unico factor de crecimiento oncogénico conocido presente
en la naturaleza. En una realizacion, se contempla que el ARNm de sentido contrario dirigido hacia un inductor
concreto de la proliferacién celular se usa para evitar la expresion del inductor de la proliferacién celular.

Las proteinas FMS, ErbA, ErbB y neu son receptores de los factores de crecimiento. Las mutaciones de estos
receptores dan como resultado la pérdida de la funcion regulable. Por ejemplo, una mutacién puntual que afecta al
dominio transmembrana de la proteina del receptor Neu da como resultado el oncogén neu. El oncogén erbA se
deriva del receptor intracelular de la hormona tiroidea. El receptor ErbA oncogénico modificado se cree que compite
con el receptor enddgeno de la hormona tiroidea, produciendo un crecimiento incontrolado.

La clase mas grande de oncogenes incluye las proteinas transductoras de la sefial (por gjemplo, Src, Abl y Ras). La
proteina Src es una proteina tirosina quinasa citoplasmica, y su transformacién desde protooncogén a oncogén, en
algunos casos, se produce como el resultado de mutaciones en el resto de tirosina situado en la posicién 527. En
contraste, la transformacion de la proteina ras de la GTPasa desde protooncogén a oncogén, en un ejemplo, es el
resultado de una mutacion de valina a glicina en el aminoacido 12 de la secuencia, reduciendo la actividad ras de la
GTPasa.

Las proteinas Jun, Fos y Myc son proteinas que ejercen directamente sus efectos sobre funciones nucleares como
los factores de la transcripcion.

ii) Inhibidores de la proliferacion celular

Los oncogenes supresores de tumor funcionan para inhibir la proliferacion celular excesiva. La inactivacion de estos
genes destruye la actividad inhibidora, dando como resultado una proliferacién no regulada. Se describen a
continuacion los supresores tumorales p53, p 16 y C-CAM.

Ademas de p53, que se ha descrito anteriormente, otro inhibidor de la proliferaciéon celular es p16. Las transiciones
principales del ciclo celular eucariota estan estimuladas por las quinasas dependientes de ciclina, o CDK. Una CDK,
la quinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4) regula la progresion a través de Gi. La actividad de esta enzima puede
ser fosforilar Rb en la Gltima Gj. La actividad de CDK4 esta controlada por una subunidad de activacion, la ciclina de
tipo D, y por una subunidad inhibidora, la p16 * se ha caracterizado bioquimicamente como una proteina que se
une de manera especifica a e inhibe CDK4, y de esta manera puede regular la fosforilacion de Rb (Serrano y col.,
1993; Serrano y col., 1995). Como la proteina p16™* es un inhibidor de CDK4 (Serrano, 1993), la delecion de este
gen puede aumentar la actividad de CDK4, dando como resultado la hiperfosforilacion de la proteina Rb, p16 se
sabe también que regula la funcién de CDK®.

p16INK4 pertenece a una clase descrlta recientemente de proteinas inhibidoras de CDK que incluye también p16
p19, p21"*F1 'y p27""" El gen p16™** cartografia 9p21, una region cromosémica frecuentemente borrada en
muchos tipos de tumor. Son frecuentes las deleciones y mutamones homomgotncas del gen p16INK en las lineas de
células tumorales humanas. Esta evidencia sugiere que el gen p16 * es un gen supresor del tumor. Esta hipotesis
ha sido desafiada, sin embargo, por la observaciéon que la frecuencia de alteraciones del gen es mucho menor en
tumores no cultivados primarios que en lineas de células cultivadas (Caldas y col., 1994; Cheng y col., 1994;
Hussussian y col., 1994; Kamb y col., 1994; Kamb y col., 1994; Mori y col., 1994; Okamoto ¥ col., 1994; Nobori y
col., 1994; Orlow y col., 1994; Arap y col., 1995). La restauracion de la funciéon de p16 natural mediante
transfeccion con un vector de expresién plasmido redujo la formacion de colonias en algunas lineas de células
cancerosas humanas (Okamoto, 1994; Arap, 1995).

Otros genes que se pueden emplear incluyen Rb, APC, DCC, NF-1, NF-2, WT-1, MEN-I, MEN-II, zac1, p73, VHL,
MMAC1 / PTEN, DBCCR-1, FCC, rsk-3, p27, fusiones p27/p16, fusiones p21/p27, genes antitromboticos (por
efemplo, COX-1, TFPI), PGS, Dp, E2F, ras, myc, neu, raf, erb, fms, trk, ret, gsp, hst, abl, E1A, p300, genes
implicados en la angiogénesis (por ejemplo, VEGF, FGF, tromboespondina, BAI-1, GDAIF, o sus receptores) y MCC.

iii) Reguladores de la muerte celular programada

La apoptosis, o la muerte celular programada, es un proceso esencial para el desarrollo embridnico normal,
manteniendo la homeostasia en tejidos adultos, y suprimiendo la carcinogénesis (Kerr y col., 1972). La familia de
proteinas Bcl-2 y las proteasas andlogas a ICE han demostrado ser importantes reguladores y efectores de la
apoptosis en otros sistemas. La proteina Bcl-2, descubierta en asociacién con el linfoma folicular, juega un
prominente papel en el control de la apoptosis y la mejora de la supervivencia celular en respuesta a diversos
estimulos apoptéticos (Bakhshi y col., 1985; Cleary y Sklar, 1985; Cleary y col., 1986; Tsujimoto y col., 1985;
Tsujimoto y Croce, 1986). La proteina Bcl-2 evolutivamente conservada se reconoce ahora que es un miembro de
proteinas relacionadas, que se puede clasificar como agonistas de la muerte o antagonistas de la muerte.

Posteriormente a su descubrimiento, se ha demostrado que Bcl-2 actia para suprimir la muerte celular estimulada
por varios estimulos. También, resulta ahora evidente que existe una familia de proteinas Bcl-2 reguladoras de la
muerte celular que comparten una estructura comudn y homologias de secuencias. Estos diferentes miembros de la
familia han mostrado poseer funciones tanto similares a Bcl-2 (por ejemplo BclIXL, Belw, Bcels, Mcl-1, A1, Bfl-1) como
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contrarrestar la funcion de Bcl-2 y promover la muerte celular (por ejemplo, Bax, Bak, Bik, Bim, Bid, Bad, Harakiri).
e. Cirugia

Aproximadamente un 60 % de las personas con cancer se someten a cirugia de algun tipo, que incluye cirugia
preventiva, de diagnostico o de estadificacion, curativa y paliativa. La cirugia curativa es un tratamiento del cancer
que se puede usar junto con otros tratamientos, tales como con los virus Vaccinia atenuados de la presente
invencién, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, terapia génica, inmunoterapia y/o tratamientos alternativos.

La cirugia curativa incluye la reseccion, donde todo o parte del tejido canceroso se elimina, extirpa y/o se destruye
fisicamente. La reseccion tumoral se refiere a la eliminacion fisica de al menos parte de un tumor. Ademas de la
reseccién tumoral, el tratamiento por cirugia incluye la cirugia con laser, criocirugia, electrocirugia, y cirugia
controlada microscépicamente (cirugia de Moh). Se contempla ademas que la presente invenciéon se puede usar
junto con la eliminacién de canceres superficiales, precanceres, o cantidades de menor importancia de tejido normal.

Tras la escision de parte de todas las células, tejidos, o tumores cancerosos, se puede formar una cavidad en el
cuerpo. El tratamiento se puede llevar a cabo mediante perfusion, inyeccion directa o aplicacion local del area con
tratamiento anticanceroso adicional. Se puede repetir dicho tratamiento, por ejemplo, cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 7 dias, o
cada 1, 2, 3,4,y 5 semanas o cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 0 12 meses. Estos tratamientos pueden ser
también de dosificaciones variables.

f. Otros agentes

Se contempla que se pueden usar otros agentes en combinaciéon con la presente invencién para aumentar la
eficacia terapéutica del tratamiento. Estos agentes adicionales incluyen agentes inmunomoduladores, agentes que
afectan la regulacion en exceso de los receptores superficiales celulares, y uniones GAP, agentes citostaticos y de
diferenciacion, inhibidores de la adhesion celular, agentes que aumentan la sensibilidad de las células
hiperproliferativas a los inductores apoptoticos, u otros agentes biolégicos. Los agentes inmunomoduladores
incluyen el factor de necrosis tumoral, interferén a, B, y v; IL-2 y otras citoquinas; F42K y otros andlogos de
citoquinas; o MIP-1, MIP-18, MCP-1, RANTES, y otras quimioquinas. Se contempla ademas que la regulacion en
exceso de los receptores superficiales celulares o sus ligandos, tales como el ligando de Fas / Fas, DR4 o DR5 /
TRAIL (ligando de Apo-2) potenciaria las capacidades de induccién apoptética de los virus atenuados de la presente
invencion mediante el establecimiento de un efecto autocrino o paracrino en las células hiperproliferativas. El
aumento de la sefalizacién intercelular elevando el ndmero de uniones GAP podria aumentar los efectos
antiproliferativos de la poblacion de células hiperproliferativas adyacentes. En otras realizaciones, se pueden usar
agentes citostaticos o de diferenciacion para aumentar la eficacia antiproliferativa de los tratamientos. Se
contemplan inhibidores de la adhesién celular para aumentar la eficacia. Los ejemplos de inhibidores de la adhesién
celular son inhibidores de la quinasa de adhesion focal (FAK) y lovastatina. Se contempla ademas que se podrian
usar otros agentes que aumentan la sensibilidad de una célula hiperproliferativa a la apoptosis, tales como el
anticuerpo ¢225, para aumentar la eficacia del tratamiento.

El ligando de Apo2 (Apo2l, denominado también TRAIL) es un miembro de la familia de las citoquinas del factor de
necrosis tumoral (TNF). TRAIL activa una apoptosis rapida en muchos tipos de células cancerosas, ademas, no es
téxico para las células normales. EIl ARNm de TRAIL se produce en una amplia variedad de tejidos. La mayoria de
las células normales parecen ser resistentes a la accion citotoxica de TRAIL, sugiriendo la existencia de
mecanismos que las protegen frente a la induccion de la apoptosis por TRAIL. El primer receptor descrito para
TRAIL, denominado receptor 4 de muerte celular (DR4), contiene un “dominio de muerte” citoplasmico; DR4
transmite la sefal de la apoptosis transportada por TRAIL. Se han identificado receptores adicionales que se unen a
TRAIL. Un receptor, denominado DR5, contiene un dominio de muerte citoplasmico y sefiales de apoptosis muy
similares a DR4. Los ARNm de DR4 y DR5 se expresan en muchos tejidos normales y en lineas de células
tumorales. Recientemente, se han identificado receptores sefiuelos tales como DcR1 y DcR2 que evitan que TRAIL
induzca la apoptosis a través de DR4 y DR5, estos receptores sefiuelos representan de esta manera un novedoso
mecanismo para regular la sensibilidad a una citoquina pro-apoptética directamente en la superficie de la célula. La
expresion preferente de estos receptores inhibidores en tejidos normales sugiere que TRAIL puede ser Gtil como un
agente anticanceroso que induce la apoptosis en células cancerosas moderandose a la vez en células normales.
(Marsters y col., 1999).

Se han hecho muchos avances en el tratamiento del cancer tras la introduccién de los farmacos quimioterapéuticos
citotéxicos. Sin embargo, una de las consecuencias de la quimioterapia es el desarrollo/adquisicién de fenotipos
resistentes al farmaco y del desarrollo de resistencia a multiples farmacos. El desarrollo de resistencia al farmaco
sigue siendo un obstaculo principal en el tratamiento de dichos tumores y por tanto, existe una necesidad obvia de
soluciones alternativas tales como la terapia génica.

Otra forma de tratamiento para uso junto con la quimioterapia, la radioterapia o la terapia bioldgica incluye la

hipertermia, que es un procedimiento en el que el tejido del paciente se expone a temperaturas elevadas (hasta de
106° F (41,11 °C). Dispositivos de calentamiento externos o internos pueden estar implicados en la aplicacion de
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hipertermia local, regional, o de cuerpo completo. La hipertermia local implica la aplicaciéon de calor a un area
pequeria, tal como un tumor. El calor puede generarse externamente con ondas de alta frecuencia que se dirigen a
un tumor procedentes de un dispositivo externo al cuerpo. El calor interno puede implicar una sonda estéril,
incluyendo alambres finos calentados o tubos huecos rellenos con agua caliente, antenas de microondas
implantadas, o electrodos de radiofrecuencia.

Un 6rgano o una extremidad del paciente se calienta para un tratamiento regional, que se lleva a cabo utilizando
dispositivos que producen una energia elevada, tales como imanes. De forma alternativa, se puede extraer algo de
sangre del paciente y calentarse antes de perfundirse en un area que se calentara internamente. Se puede
implementar también el calentamiento de cuerpo completo en casos en los que el cancer se ha diseminado a través
del cuerpo. Se pueden usar mantas de agua caliente, cera caliente, bobinas de induccion, y camaras térmicas para
este fin.

Se puede usar un tratamiento hormonal junto con la presente invencién o en combinacién con cualquier otro
tratamiento contra el cancer anteriormente descrito. Se puede emplear el uso de hormonas en el tratamiento de
determinados canceres tales como el cancer de mama, de préstata, de ovario, o de cuello de Utero para disminuir el
nivel o el bloque de efectos de determinadas hormonas tales como la testosterona o el estrégeno. Este tratamiento
se usa a menudo en combinacién con al menos otro tratamiento contra el cancer como una opcion de tratamiento o
para reducir el riesgo de metastasis.

TABLA 5
Oncogenes
Gen Fuente Enfermedad humana Funcion

Factores del Transfeccién Miembro de la familia FGF
crecimiento
HST/KS Insercién del promotor Miembro de la familia FGF

MMTV
INT-2
INTVWNTI Insercion del promotor Tipo Factor

MMTV
SIS Virus del sarcoma PDGF B

simio

Receptor de tirosina quinasas

ERBB/HER Virus de la Céncer espinocelular amplificado EGF/TGF-o/Anfirregulina/
eritroblastosis aviar; borrado; glioblastoma receptor de hetacelulina
insercién del promotor
ALV; tumores
amplificados humanos

ERBB-2INEU/HER-2 Transfectado desde Cénceres ampliados de mama, Regulado por factores
glioblastomas de rata  de ovario y géstrico relacionados con NDF/

Heregulinay EGF

FMS Virus del sarcoma Receptor CSF-1
felino SM

KIT Virus del sarcoma Receptor MGF/Steel
felino HZ

Hematopoyesis

TRK Transfeccion desde Receptor NGF (factor de
cancer de colon crecimiento del nervio)
humano

MET Transfeccién desde Receptor del factor de
osteosarcoma humano dispersién/HGF

RET Translocaciones y Cancer de tiroides esporadico; Quinasa del receptor huérfano
mutaciones puntuales de Tyr

Céncer de tiroides medular
familiar; multiples neoplasias
endocrinas 2Ay 2B
ROS Virus del sarcoma aviar Quinasa del receptor huérfano

Receptor de PDGF

Receptor de TGF-3

URII
Translocacién

Leucemia mielomonocitica
crénica

Carcinoma de colon con diana
de mutacién no emparejada

de Tyr

Fusion TEL(factor de
transcripcion analogo a ETS) /
(gen del receptor de PDGF
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Gen Fuente Enfermedad humana Funcion
Receptor no de tirosina cinasas
ABI Abelson Mul.V Leucemia mielégena crénica, Interactiia con RB, ARN
translocacion con BCR polimerasa, CRK, CBL
FPS/FES SV aviar Fujinami;
FeSV
LCK Insercion del promotor Familia Src; senalizacién de
Mul. V (virus de la linfocitos T; interactiia con
leucemia murina) linfocitos T CD4/CD8
SCR Virus del sarcoma aviar Tyr-quinasa asociada a
de Rous membrana con funcién de
sefalizacion; activada por
quinasas del receptor
YES Virus aviar Y73 Familia Src; senalizaciéon

PROTEINAS QUINASAS SER/THR

AKT retrovirus AKT8 murino

MOS SV de Maloney murino

PIM-1 Insercion del promotor
de ratén

RAF/IMIL SV 3611 murino; SV
aviar MH2

SUPERFICIE CELULAR HETEROGENEA

APC Supresor del tumor
DCC Supresor del tumor
E-caderina Candidato a supresor
del tumor
PTC/INBCCS Supresor del tumor y

homologia con
Drosophila

Homodlogo de TAN-1 Translocacién
Notch . .
SENALIZACION HETEROGENEA

Cancer de colon
Cancer de colon
Cancer de mama

Sindrome del nevo de células
basales (sindrome de Gorline)

T-ALL

Linfoma de linfocitos B

Céncer pancreatico

Enfermedad humana

Regulado mediante PI(3)K?;

Regula S6 k de 70 kd?
GVBD; factor citostatico;
quinasa MAP

Senalizacion de la ruta RAS

Interactla con cateninas
Dominios CAM

Unién homotipica extracelular;
interactla con cateninas
intracelularmente

Dominio 12 transmembrana; la
sefales a través del homologo
Gli de Cl antagonizan la ruta de
Hedgehog

Sefializacion

Apoptosis

El dedo RING interactua con

Abl

SH2/SHS3 interactta con Abl

Ruta de sefalizacién

relacionada con TGF-

Posible receptor de

angiotensina

Adaptador SH2/SH3
Funcion

INTERCAMBIADORES Y PROTEINAS DE UNION AL NUCLEOTIDO GUANINA

BCR-2 Translocacion

CBL Mu Cas NS-1V

CRK CT1010 ASV

DPC4 Supresor del tumor

MAS Transfeccion y
tumorigenicidad

NCK

Gen Fuente

BCR

DBL Transfeccion

GSP

NF-1 Supresor del tumor
hereditaria

OST Transfeccion

Harvey-Kirsten, N- HaRat SV; Ki RaSV;

RAS Balb-MoMuSV;
transfeccién

VAV Transfeccion

Translocado con ABL en CML

Supresor del tumor
Neurofibromatosis

Mutaciones puntuales en
muchos tumores humanos

PROTEINAS NUCLEARES Y FACTORES DE TRANSCRIPCION

BRCAT1 Supresor hereditario
BRCA2 Supresor hereditario
ERBA Virus de la

eritroblastosis aviar

Cancer de mama / cancer de
ovario
Cancer de mama
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Intercambiador, proteina
quinasa
Intercambiador

RAS GAP

Intercambiador

Cascada de senales
S112/S113; Intercambiador
Localizacién no determinada
Funcion desconocida

Receptor de la hormona tiroidea
(transcripcion)



ETS
Evil
FOS

GLI

HMGILIM

JUN

MLL/VHRX +
ELIMEN

MYB

MYC

N-MYC

L-MYC

REL

SKi

VHL

WT-1
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Virus E26 aviar
Insercion del promotor
MuLV

Virus de los
osteosarcomas
murinos FBI/FBR
Glioma ampliado

Translocacion t(3:12)
t(12:15)

ASV-17

Translocacién/fusion
ELL con MLL del gen
analogo a Trithorax
Virus de la
mieloblastosis aviar
Aviar MC29;
Translocacién en
linfomas de linfocitos B;
insercién del promotor;
virus de la leucosis
aviar

Amplificado

Virus de la
retriculoendoteliosis
aviar

Retrovirus SKV770
Aviar

Retrovirus

Supresor hereditario

ELA

Glioma

Lipoma

Leucemia mieloide aguda

Linfoma de Burkitt

Neuroblastoma

Lung cancer

Sindrome de Von Hippel-Landau

Tumor de Wilm

RESPUESTA A DANOS EN EL CICLO CELULAR/ADN

ATM

BCL-2
FACC

FHIT

hMLIIMutL

HMSHZ2/MutS

Trastorno hereditario

Translocacion
Mutacion puntual

Sitio fragil 3p14.2

Ataxia-telangiectasia

Linfoma folicular

Anemia de Fanconi Grupo C
(predisposicion a leucemia)
Carcinoma de pulmoén

cancer colorrectal hereditario no
asociado a poliposis
cancer colorrectal hereditario no
asociado a poliposis

38

Unién a ADN
Factor de transcripcion

Factor de transcripcion con c-
JUN

Dedo de cinc; el homologo de
cubitus Interruptus se encuentra
en la ruta de senfalizacion
hedgehog; unién con inhibicién
a PTC y hedgehog

Fusiones génicas en el grupo
de alta movilidad HMGI-C (XT-
gancho) y factor de
transcripcion LIM o dominio
acido

Factor de transcripcién AP-1
con FOS

Fusion génica de uniéon a ADN y
metil transferasa MLL el factor
de elongacién ELI ARN pol lIr
Unién a ADN

Unién a ADN con el ligante
MAX; regulacién de ciclina;
interactia con RB? Regula la
apoptosis?

Factor de transcripcién de la
familia NF-kB

factor
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transcripcional
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Homologia de proteina quinasa
/liquido; respuesta a dafo
celular corriente arriba en la ruta
P53

Apoptosis

Histidina relacionada con triada
Diadenosina 5'.3""-P".p*
tetrafosfato

Hidrolasa asimétrica
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HPMS1 cancer colorrectal hereditario no  Reparacion de emparejamiento
asociado a poliposis incorrecto; homdlogo de MutL
hPMS2 cancer colorrectal hereditario no  Reparacién de emparejamiento
asociado a poliposis incorrecto; homélogo de MutL
INK4/MTS 1 Adyacente INK-4B ent  Supresor candidato de MTS1y  Inhibidor de p16 CDK
9p21; complejos CDK  del gen del melanoma
INK4B/MTS2 Candidato supresor Inhibidor de p15 CDK
MDM-2 Amplificado Sarcoma Regulador negativo de p53
p53 Asociacién con el Mutado >50 % tumores Factor de transcripcion
antigeno SV40 T humanos incluyendo el
sindrome de Li-Fraumeni Control checkpoint
hereditario
apoptosis
PRAD1/BCL1 Translocacién con la Adenoma paratiroideo; linfocitos  Ciclina D
hormona paratiroideao B
con lgG
RB Retinoblastoma Retinoblastoma; Interactda con ciclina/cdk;
hereditario; asociacion
con muchos ADN de Osteosarcoma; cancer de Regula el factor de transcripcion
antigenos de virus mama, otros canceres de E2F
tumorales esporadicos
virus tumor Antigens
XPA Xeroderma pigmentoso; Reparacién de escisiones;
reconocimiento de
Predisposicion a cancer de piel  fotoproducto; dedo de cinc
Ejemplos

EJEMPLO ANTECEDENTE 1

Propagacidn de virus vaccinia en lineas celulares

Se evalu6 un panel de 16 diferentes cepas de laboratorio/mutantes del virus vaccinia disponibles de manera rutinaria
(y el virus de la viruela del conejo, y otros poxvirus): Copenhagen, Dairen, Evans, USSR, Tashkent, Tian Tan, WR,
IHD-J, IHD-W, Lister, NYCBOH, Patwadangar, mutantes King, y WR B8R, B 18R y B 13R. Se evalué la replicacion
en células cancerosas y en células normales. Un virus preferido tendria una replicacién relativamente elevada en
células cancerosas y una replicacion reducida en células normales (es decir, una relacién o indice terapéutico mas
grande entre las células tumorales y las normales). Se ensayaron dos lineas de células tumorales humanas:
carcinoma de colon A2780 y carcinoma de colon HCT116 (American Type Culture Collection). Las células normales
incluyeron células epiteliales bronquiales humanas normales (NHBE). Para los ensayos del efecto citopatico que
utilizan células proliferativas, se hicieron crecer células hasta una confluencia del 70 % (DMEM con FBS al 2 %) en
cuyo momento se infectaron las células con multiplicidades de infecciéon (MOI) de 0,001 a 10. Cinco a seis dias mas
tarde se tifieron las placas con MTT (Promega) y se cuantifico la absorbancia. Las células normales se convirtieron
en no proliferativas tras crecer a confluencia completa y cultivo posterior en DMEM con FBS al 0,2 %. Se confirmé la
ausencia de proliferacion mediante el analisis del ciclo celular y los recuentos celulares. Se evalué cada muestra por
cuadruplicado y se repitid al menos dos veces. Para los ensayos de replicacién virica, se hicieron crecer las células
hasta una confluencia del 70 % (37° C, COz al 5 %, DMEM con FBS al 2 %, con suplementacién adicional del factor
de crecimiento para las células NHBE como en Heise y col., (2000), en cuyo momento se infectaron las células con
multiplicidades de infeccion (MOI, relacién de particulas por célula) de 1 o 10 con cada virus. Después de tres horas
de incubacion, se retird el medio y se sustituyd con medio suplementado reciente. Cuarenta y ocho horas después
(los datos previos habian demostrado que la replicacion de vaccinia tuvo un pico en este punto temporal), se
recogieron tanto las células como el sobrenadante para el analisis de valoracién del virus. Los lisados celulares se
sometieron a tres ciclos de congelacién y descongelacion, seguidos por un pulso de 30 segundos en un bafo
sonicador de agua. A continuacién los virus se purificaron mediante un amortiguador de sacarosa y se valoraron
diluciones en serie de sobrenadantes y lisados en células BSC-1 (la purificaciéon y la valoraciéon tal como se
describen en Alcami y Smith, (1995).

En la FIG. 1-4 se muestran los resultados a modo de ejemplo. La replicacion del virus Copenhagen en dos lineas de
carcinomas fue equivalente o superior a todos los demas virus en los ensayos (FIG. 1A y 1B; el eje y son unidades
formadoras de placa por ml +/- S.E.). En contraste, en las células humanas normales Copenhagen se atenud con
respecto a notros virus (FIG. 2). Finalmente, se muestran las relaciones de rotura en células cancerosas a células
normales para todos los virus en la FIG. 3 (A2780: NHBE) y FIG. 4 (HCT116: NHBE). Copenhagen tuvo una relacién
de rotura significativamente mayor en A2780 (P<0,001) y HCT116 (p<0,001). Aunque la relacién de rotura fue
aproximadamente de 20.000 y 30.00 para Copenhagen, todos los otros virus tuvieron relaciones menores de cinco
mil, y la mayoria fueron menores de dos mil (por ejemplo, Lister y Wyeth). De forma similar. La destruccion de la
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célula tumoral por Copenhagen en los ensayos del efecto citopatico in vitro en A27870 y HCT116 fue mayor que o
igual a la de las cepas Lister y NYCBOH.

EJEMPLO ANTECEDENTE 2:

Virus Vaccinia en combinacidn con paclitaxel

Aunque se han ensayado virus tales como adenovirus y VHS en combinacién con quimioterapia, no se ha hecho con
virus vaccinia (incluyendo la cepa Copenhagen) Se ha disefiado el VV mediante ingenieria genética para expresar
enzimas activadoras de profarmacos (por ejemplo, timidina quinasa, se han ensayado en combinacién con
profarmacos relativamente no téxicos que se vuelven tdxico tras la activacion por el producto génico activador del
farmaco. (Puhlmann y col., 2000).

La sinergia entre los agentes quimioterapéuticos citotoxicos normalizados que se han homologado para el
tratamiento de pacientes con cancer podria ser una caracteristica favorable de un poxvirus, incluyendo vaccinia y
especificamente la cepa Copenhagen. Paclitaxel (también denominado taxol) esta homologado para su uso en
pacientes con cancer en los Estados Unidos y Europa. VV Copenhagen se ha evaluado en combinacién con Taxol
en las lineas de células cancerosas HCT116 y LNCaP. La generacién y el analisis del isobolograma han mostrado
sinergia de VV en combinacion con Taxol (FUG. 5). Se generaron los isobologramas utilizando datos derivados de
un ensayo MTS tales como un Ensayo de Proliferacion Celular No Radioactivo Acuoso CellTiter86® (N° de catalogo
G5421, Promega Corp., Madison, W) sobre la supervivencia celular ilustrado en la FIG. 6, 7, 8 y 9. Todos los puntos
de datos en la FIG. 5 estan por debajo de la linea que simboliza las posiciones esperadas de los puntos de datos sin
no estuvieran presentes la sinergia ni el antagonismo; por tanto, estos puntos de datos respaldan la interaccion
sinérgica en la destruccién de estas lineas celulares de carcinomas.

Los métodos incluyeron el crecimiento de lineas celulares en placas de 96 pocillos en COz al 5 % a 37° DMEM mas
FCS al 10 %. Una vez que las células alcanzaron aproximadamente un 50 % de confluenma el medlo se cambid a
DMEM mas FCS al 2 % y se trataron con paclitaxel (mtervalo de la dosis de 3 x 10® a 3 x 10, en incrementos
logaritmicos) y/o virus (VV Copenhagen a una MOI de 10°®a 10° particulas por célula). Las células fueron 1) tratadas
de forma simulada, 2) tratadas solo con virus, 3) tratadas solo con taxol, 4) tratadas con virus seguido por
tratamiento con taxol. Las células se infectaron un total de 6 dias y a continuacion se colocaron en el ensayo MTS
(véanse las instrucciones del fabricante). Las células se expusieron a taxol durante 6 dias en total y a continuacion
se colocaron en el ensayo MTS (véanse las instrucciones del fabricante). Las células tratadas con la combinacién se
infectaron de manera idéntica a las del grupo de tratamiento solamente con virus y se trataron posteriormente con
taxol (en relaciones fijas de virus:taxol) inmediatamente como se realizé antes. A continuacién las células se
evaluaron como anteriormente. Los datos de supervivencia de las células MTS se expresaron como porcentaje de
supervivencia de las células del control como en la FIG. 6, 7, 8, y 9. El analisis de los datos para la evaluacion de la
sinergia (generacion y andlisis del isobolograma) fue como se describe en Nielsen y col. (1997, 1998). De manera
breve, se generaron curvas de dosis respuesta para calcular los valores de CEsp para cada linea de células (en
comparacién con células no tratadas) para cada célula (es decir, y todas las condiciones del ensayo). Se utilizaron
nueve concentraciones de cada agente (véase anteriormente) solos y en combinaciéon. Se incluyeron cuatro
diferentes diluciones para VV/paclitaxel en cada experimento (3, 33, 333, 3333). Se generaron los isobologramas
para determinar los efectos sinérgicos o antagonisticos. Cada punto de datos representé muestras por triplicado.

EJEMPLO ANTECEDENTE 3

Resultados de regresion tumoral a partir de la administracion de virus Vaccinia

Se formaron xenoinjertos subcutaneos tumorales de murino inyectando 5x10° célulasCMT-64 o 10° células CMT-93
(carcinoma rectal de murino) suspendidas en 100 ul de PBS por via subcutanea en los flancos de ratones C57B/6.
En el primer experimento se inyectaron cepas VV WR mutantes en B8R y B18R en tumores CMT-93 subcutaneos
(valores iniciales estimados de los tamanos tumorales 40-100 pl) en los flancos de ratones C57/B6
|nmunocompetentes a dosis de 10* a 10® particulas suspendidas en 40 ul por dia en los dias 1, 3 y 5. Se prepar6
una Unica puncién de aguja en el centro del tumor y se practicaron cuatro tractos de aguja en cada cuadrante del
tumor. Se inyecté aproximadamente 1 cuarto de la disolucién en cada tracto a medida que la aguja se retiraba. Los
controles recibieron tratamiento idéntico con virus inactivado con psoralen-UV o PBS. Se llevaron a cabo medidas
bidimensionales del tumor bisemanalmente y se establecié el volumen del tumor mediante la siguiente férmula.
(longitud) (anchura) (anchura) (3,14/6).

Se demostraron efectos antitumorales significativos y un aumento de la supervivencia en comparacion con los
tumores a los que se inyectd el vehiculo o el control virico inactivado, y se observo una relacion dosis-respuesta.
Ocho de diez ratones tratados con 10% - 10'° B8R-VV mutante tuvieron regresiones tumorales completas y
permanecieron sin tumor a lo largo del periodo de seguimiento (un total de 3 meses). Nueve de diez ratones que
recibieron B18R a los mismos niveles de dosis tuvieron regresiones completas y permanecieron sin tumor a lo largo
del mismo periodo de seguimiento. Solo se sefald una regresion completa duradera en los grupos del control. La
supervivencia promedio fue de dos semanas y todos los ratones se sacrificaron en el dia 24 después del
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tratamiento. La supervivencia aumento significativamente en los grupos de tratamiento con 10% a 10" particulas
(andlisis de supervivencia KM, prueba del rango logaritmico: p<0,01). Se observé que los animales tenian un
aspecto grueso (por ejemplo, actividad, piel alborotada) y se pesaron dos veces semanalmente, no se notificaron
cambios significativos en el peso o en la apariencia).

A continuacion se llevé a cabo un régimen de tratamiento/inyeccion idéntico con B18R y un vehiculo control en el
modelo de xenoinjerto de tumor CMT-64 murino. Aunque no se demostraron respuestas completas, el retraso en el
tiempo hasta la progresion del tumor que requirié el sacrificio fue muy significativo para el grupo de tratamiento con
B18R frente a PBS o al virus inactivado con psoralen-UV (mediana aproximadamente 2 semanas frente a 4
semanas; p<0,05, prueba del rango logaritmico, andlisis de Kaplan-Meier del tiempo hasta el sacrificio debido a la
progresion del tumor.

EJEMPLOS ILUSTRATIVO 4:

Aumento de la eficacia de EEV con respecto a xenoinjertos de tumor de murino

Se formaron xenoinjertos subcutaneos de tumor murino inyectando 5x10° células JC de carcinoma de mama murino
suspendidas en 100 ul de PBS por via subcutanea en los flancos de ratones BALB/c inmunocompetentes. Se
inyectaron virus VV Western Reserve (WR sin la mutaciéon IHD-J) el mutante IHD-J del virus WR (mutacion
A34R/K151D) o PBS en tumores JC subcutaneos, una vez que alcanzaron los tamafos inyectables (valores iniciales
de los tamanos tumorales 40-100 pl). Las dosis de virus fueron de 10" particulas por dia, se suspendieron en 40 pl
de PBS, en los dias 1, 3 y 5 (n = 8 ratones por grupo de tratamiento). Se inyect6é un control de PBS en un régimen
similar. Se preparé una Unica puncién de aguja en el centro del tumor y se inyectaron 4 tractos de aguja en cada
cuadrante del tumor. Se inyect6 aproximadamente un cuarto de la disolucion en cada tracto a medida que la aguja
se retiraba. Los controles recibieron idéntico tratamiento con PBS. Se llevaron a cabo medidas bidimensionales
bisemanalmente y se estimé el volumen del tumor mediante la siguiente férmula: (longitud) (anchura) (anchura)
(3,14/6).

El grupo tratado con IHD-J demostr6 efectos antitumorales significativos (retraso del crecimiento del tumor y
acortamiento del tumor) y aumenté el tiempo hasta la progresién del tumor que requeria el sacrificio (es decir, la
supervivencia) en comparaciéon con los grupos tratados con PBS o los grupos tratados con Western Reserve.
Basandose en el analisis de supervivencia de Kaplan-Meier, el tiempo hasta la progresién del tumor que requeria el
sacrificio (supervivencia) del grupo IHD-J fue significativamente superior a PBS (valor p<0,05) y WR (valor p<0,05)
basandose en la prueba estadistica del rango logaritmico (utilizado para comparar las curvas de supervivencia). La
mediana del tiempo de supervivencia fue de 2 semanas para los dos grupos del control frente a 4,5 semanas para
IHD-J. Ninguno de los ratones en ningun grupo de tratamiento demostrd toxicidad importante significativa y no se
produjeron muertes entre los animales que estuvieran relacionadas con el tratamiento. La mutacién IHD-J condujo a
una mejora significativa en la eficacia antitumoral (en comparacion con el virus WR sin la mutacién IHD-J) sin
aumento de la toxicidad. Los tumores creceran subcutaneamente y el tratamiento se iniciara cuando alcancen 2-6
mm de diametro.

EJEMPLO ANTECEDENTE 5

Delecidn del gen de union a interferon y aumento de la selectividad para las células cancerosas resistentes a
IFN frente a las células normales

Se llevaron a cabo estudios para evaluar si los poxvirus con deleciones en los genes de union a interferén (IFN)
tenian una selectividad tumoral mayor, y una replicacion reducida en células normales, en comparaciéon con los
poxvirus del control naturales. Se compararon WR (Western Reserve) y un mutante de WR con una delecién en el
gen B18R (B18R) para la replicaciéon en presencia o ausencia de IFN-alfa (1.000 unidades/ml| aplicadas 5 horas
después de la infeccién in vitro) (FIG. 10). Las células ensayadas fueron células epiteliales bronquiales humanas
(NHBE, Clonetics Corp., USA), células C33A de carcinoma de cuello de utero humano (ATCC) y células HCT116 de
carcinoma de colon humano (ATCC). En un estudio piloto, estas células se pretrataron inicialmente con IFN (5.000
unidades/ml) durante 24 horas antes de la infeccion con estos virus para determinar su sensibilidad a los efectos del
interferdn sobre la replicacion virica. Tal como se esperaba, ambos virus fueron igualmente sensibles a la supresion
mediante un pretratamiento con interferon. Se demostré que las células NHBE y HCT116 eran sensibles a IFN ya
que la replicacién virica se redujo significativamente en presencia de un pretratamiento con IFN, las células C33A
fueron resistentes a IFN ya que el pretratamiento con IFN no tuvo impacto significativo sobre la replicacion virica.

Las células cancerosas se hicieron crecer en DMEM con FCS al 10 %, las células normales se hicieron crecer en
DMEM con suplemento de suero tal como se describe en las instrucciones del fabricante. Se infectaron las células a
una multiplicidad de infecciéon (moi) de 10 particulas por célula cuando las células alcanzaron aproximadamente una
confluencia del 70 %. Cinco horas después de la infeccion, se anadié IFN al medio a una concentracién de 1.000
unidades/ml (células IFN+) o sin lo anterior (células IFN-). Se recogieron las células y el lisado 48 horas después de
la infeccidon y se llevaron a cabo el aislamiento del VV y las valoraciones del virus (determinaciéon de las unidades
formadoras de placas) (valoracién en células BS-C-1 tal como se describe en Tscharke y col., 2002). Tal como se
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muestra en la FIG. 10, VV con una mutacién en B18R tiene la replicacién significativamente inhibida en presencia de
IFN en los dos tipos de células sensibles a IFN, incluyendo NHBE (p<0,01, prueba de la t de Student comparado con
en ausencia de IFN). En contraste, este virus mutante no esté inhibido en las células de carcinoma C33A resistente
a IFN. Tal como se esperaba, el WR natural no se vio afectado por el tratamiento con IFN debido a la presencia del
producto génico B18R funcional (P=0,8). Se obtuvieron resultados similares con otras lineas celulares de carcinoma
resistentes a IFN. Por tanto, la delecion del gen B18R de unién a IFN dio como resultado un aumento del indice
terapéutico y de la proteccién celular normal en comparacion con el virus natural.

Los mutantes de unién a IFN en B8R y B18R demostraron también eficacia antitumoral en un modelo de xenoinjerto
de tumor de murino. El relativo aumento de la seguridad resultante de la delecion de B18R y/o B8R quedara
subestimado en ratones debido a que las versiones de las moléculas de IFN de murino se unieron con afinidad
significativamente reducida (Symons y col., 2002). Se pueden llevar a cabo estudios adicionales utilizando estudios
de inyecciones intradérmicas llevados a cabo en conejos o primates no humanos utilizando los métodos descritos en
Symons y col., y se pueden obtener resultados que son similares a los resultados notificados en el anterior para
conejos (el mutante B8R de VV demostr6 un aumento del reclutamiento de células inflamatorias y como resultado
una eliminacién acelerada del virus a partir de las lesiones cutaneas en comparacién con el control natural). Por
tanto, la eficacia antitumoral y la eliminacion virica acelerado a partir de células normales se ha demostrado in vitro y
se puede demostrar in vivo (Symons y col).

EJEMPLO PROFETICO 6:

Pérdida de la funcion de modulacion de TNF

Los virus correspondientes con y sin delecién/inactivacion de uno o mas genes inhibidores de las citoquinas o
quimioquinas (por ejemplo, vaccinia WR natural y un mutante con una delecién en B29R / vCKBP) se utilizaran para
infectar tumores de murino (por ejemplo CMT-93, CMT-64 o JC) en ratones inmunocompetentes (C57B/6 o BALB/c).
Esta comparacién solo sera valida si el producto génico virico es capaz de inhibir las citoquinas/quimioquinas de
murino hasta un grado similar a la versién humana. La replicacién virica (unidades formadoras de placa en el
tiempo), los niveles de quimioquina CC (por ejemplo, tincion inmunohistoquimica o ensayo ELISA), niveles de
citoquinas (por ejemplo, tincion inmunohistoquimica (IHC) o ensayo ELISA) e infiltracién de células inflamatorias (H y
E, o tincion IHC) se evaluara en tejidos tumorales y tejidos normales tras la administracién intravenosa y/o
intratumoral (105 a 10" formas de particulas viricas, administradas en de 1 a 6 dosis). Ademas, la eficacia
antitumoral (curvas de regresion tumoral/supervivencia de Kaplan-Meier) y la toxicidad (pérdida de peso,
hematologia; y analisis de quimica sérica) se evaluaran para ambos virus. El resultado seria que el/los virus
mutantes demostrarian 1) un aumento de la eficacia e induccién de la inflamacion en el interior de los tumores (por
ejemplo, aumento del reclutamiento de células inmunoefectoras; 2) replicacion y toxicidad similares o reducidas en
tejidos normales (por ejemplo, higado, bazo, pulmén y/o cerebro); 3) e induccién aumentada o mantenida de la
inmunidad mediada por células especificas del tumor. Finalmente, se espera que la eficacia antitumoral en
combinacién con quimioterapia y/o radioterapia sea mayor para el(los) virus mutante(s) que para el virus natural. Se
pueden llevar a cabo también estudios de toxicidad en conejos o primates no humanos para caracterizar
adicionalmente un virus de la presente invencién (Tscharke y col., 2002).

EJEMPLO PROFETICO 7:

Pérdida de la funcion moduladora del interferén

Los virus correspondientes con y sin delecion/inactivacion de uno o mas polipéptidos de union a interferon (por
egjfemplo, vaccinia WR natural y un mutante con una delecion en B18R) se utilizaran para infectar tumores en
animales inmunocompetentes cuyas moléculas IFN diana se unen de manera eficaz mediante el producto génico del
virus vaccinia, tal como se ha descrito en los ejemplos anteriores. Se debe sefialar que, puesto que el interferon
murino es relativamente resistente al(a los) polipéptido(s) de VV en comparaciéon con el interferon humano, se
espera que los resultados en ratones sean mucho menos significativos de lo que seran en seres humanos. La
replicacién virica y la diseminacion en tejidos tumorales y tejidos normales se evaluaran tras la administracion
intravenosa y/o intratumoral, tal como se ha descrito anteriormente. Ademas, se evaluara la eficacia antitumoral y la
toxicidad de ambos virus, tal como se ha descrito anteriormente. El resultado esperado seria que el(los) virus
mutante(s) mostraria(n) una replicacion y toxicidad reducidas en tejidos normales (por ejemplo, higado, bazo,
pulmon y/o cerebro) pero se podrian seguir produciendo la replicacién y la induccién de necrosis en los tumores. El
virus vaccinia natural (por ejemplo WR) demostrara un diferencial de replicacion/induccion de necrosis méas pequefo
entre tejidos normales y tumorales. Ademas, los tumores tratados con el(los) virus mutante(s) tendran una
vascularidad reducida (por ejemplo, mediante la tincion de H y E, IHC para CD31 en marcadores vasculares
equivalentes) en comparacion con los controles tratados con suero salino y con los tumores del control tratados con
virus natural. Finalmente, se espera que la eficacia antitumoral inmunomediada y la eficacia en combinacién con
quimioterapia y/o radiacion sean mayores con el(los) virus mutante(s) que con el virus natural. Se pueden llevar a
cabo estudios de toxicidad en conejos 0 en primates no humanos para caracterizar adicionalmente un virus de la
presente invencion (Tscharke y col., 2002).
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EJEMPLO PROFETICO 8:

Pérdida de funcion del inhibidor de la serina proteasa

Los virus correspondientes con y sin delecién/inactivacion de los genes anti-apoptosis podrian utilizarse para infectar
tumores en ratones inmunocompetentes, tal como se ha descrito anteriormente. Los virus incluyen, pero no se
limitan a virus vaccinia con o sin expresion de B 13R (SPI-2). La replicacion y la diseminacion viricas en tejidos
tumorales y tejidos normales se evaluarian tras la administracion intravenosa, tal como se ha descrito anteriormente.
Ademas, podrian evaluarse la eficacia antitumoral y la toxicidad de los virus mutantes tras la administracion
intratumoral y/o intravenosa, tal como se ha descrito anteriormente. El resultado esperado seria que los virus
mutantes demostrarian una replicacién y toxicidad reducidas en tejidos normales, y/o se eliminarian mas
rapidamente a partir de tejidos normales, en comparacion con tejidos tumorales. El virus natural mostraria un
diferencial mas pequefio (si acaso) entre la replicacion y la toxicidad en tejidos normales en comparaciéon con los
tejidos normales. Se espera que la eficacia antitumoral del(de los) virus mutante(s), tras la administracion
intratumoral, intraperitoneal, intravenosa u otras rutas de administracion, sea equivalente o superior a la eficacia con
el virus natural. Los estudios de quimioterapia combinada podrian utilizar el mismo sistema como modelo. Los
ratones recibirian vehiculo (placebo), quimioterapia solo, virus solo (natural o0 mutante) o virus mas quimioterapia. Se
espera que la eficacia con el virus mutante mas la quimioterapia sea superior a la quimioterapia solo y al virus
natural mas quimioterapia. Se esperan hallazgos similares en combinacion con la radioterapia.

EJEMPLO PROFETICO 9:

Pérdida de la funcion de control del complemento

Los virus correspondientes con y sin delecién/inactivacion de los genes VCP podrian utilizarse para infectar tumores
en ratones inmunocompetentes, tal como se ha descrito anteriormente. Podrian evaluarse la replicacién y la
diseminacion viricas en tejidos tumorales y tejidos normales tras la administracion intravenosa u otras rutas de
administracién, tal como se ha descrito anteriormente. Ademds, podrian evaluarse la eficacia antitumoral y la
toxicidad de los virus mutantes, tal como se ha descrito anteriormente, tras la administracion intratumoral y/o
intravenosa. El resultado esperado seria que los virus mutantes demostrarian una replicacién y toxicidad reducidas
en tejidos normales, y/o se podrian eliminar mas eficazmente a partir de tejidos normales, en comparacién con
tejidos tumorales. El virus natural mostraria un diferencial mas pequefio (si acaso) entre la replicacion y la toxicidad
en tejidos normales en comparacion con el de los tejidos tumorales. La eficacia antitumoral del(de los) virus
mutante(s), tras la administracion intratumoral, intraperitoneal, intravenosa u otras rutas de administracién, seria
equivalente o superior a la eficacia con el virus natural. Los estudios de tratamientos combinados utilizarian el mismo
sistema de modelo. Por ejemplo, los ratones recibirian vehiculo (placebo), quimioterapia sola, virus solo (natural o
mutante) o virus mas quimioterapia. Se espera que la eficacia con el virus mutante mas la quimioterapia sea superior
a la quimioterapia sola y al virus natural mas la quimioterapia. Se demostraran resultados similares con anticuerpos
monoclonales dirigidos al tumor en combinacion con estos virus.
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REIVINDICACIONES

1. Virus vaccinia que comprende una mutacién conservativa o no conservativa en el gen A34R, mutaciéon que da
como resultado una sustitucion K151X (representando X cualquier aminoacido presente en la naturaleza) en el
polipéptido A34R codificado y en un aumento en la produccion de la forma infecciosa EEV del virus, para su uso en
un método de tratamiento del cancer.

2. El virus vaccinia para el uso de la reivindicacion 1, donde el cancer es un cancer residual microscopico.

3. El virus vaccinia para el uso de la reivindicacion 1, donde la mutacién en el gen A34R da como resultado una
sustitucion K151D (representando D acido aspartico).

4. El virus vaccinia para el uso de la reivindicacion 1 o 3, donde el virus vaccinia es una cepa Copenhagen o
Western Reserve.

5. El virus vaccinia para el uso de la reivindicacion 1, donde el virus vaccinia esta atenuado.

6. El virus vaccinia para el uso de la reivindicacion 5, donde el virus vaccinia comprende una mutacion inactivante en
un gen B8R o en un gen B18R.

7. El virus vaccinia para el uso de la reivindicaciéon 5, donde el virus vaccinia atenuado comprende ademas una
secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido terapéutico heterdlogo.

8. El virus vaccinia para el uso de la reivindicacion 7, donde el polipéptido terapéutico heter6élogo es un supresor,
inmunomodulador, inhibidor de la angiogénesis, polipéptido antivascular, polipéptido citotdéxico, inductor de la
apoptosis, enzima activador de profarmaco o polipéptido citostatico.

9. El virus vaccinia para el uso de la reivindicacién 1, donde el tratamiento se realiza mediante administracién
intratumoral o intravenosa.

10. El virus vaccinia para el uso de la reivindicacion 9, donde el tratamiento es mediante administracion en el interior
de un tumor solido.

11. El virus vaccinia para el uso de la reivindicacién 1, donde el cancer es un cancer de vejiga, de la sangre, de
hueso, de médula 6sea, de cerebro, de mama, colorrectal, de eso6fago, gastrointestinal, de cabeza, de rifién, de
higado, de pulmén, nasofaringeo, de cuello, de ovario, de pancreas, de préstata, de piel, de estémago, de testiculo,
de lengua o de Utero.

12. Uso de un virus vaccinia que comprende una mutaciéon conservativa o no conservativa en el gen A34R, mutacion
que da como resultado una sustitucion K151X (representando X cualquier aminoacido presente en la naturaleza) y
un aumento en la forma infecciosa EEV del virus, para la preparacién de un medicamento para el tratamiento del
cancer.
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