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DESCRIPCIÓN 
 
Células dendríticas modificadas por ingeniería y usos para el tratamiento del cáncer 
 
Antecedentes de la invención 5 
 
Campo de la invención 
 
Esta invención se refiere al campo de la terapia génica para el tratamiento del cáncer. En una realización, la 
invención se refiere a la ingeniería de células dendríticas para expresar condicionalmente interleuquina-12 (IL-12) y 10 
el uso de las células para terapéutica. En otra realización, la invención se refiere a la ingeniería de células 
dendríticas para expresar condicionalmente interleuquina-12 (IL-12) y/o interferón alfa (IFN-alfa) y el uso de las 
células para terapéutica. 
 
Antecedentes 15 
 
Diversas patentes, solicitudes de patente y publicaciones se citan en este documento. Sin embargo, la mención de 
cualquier referencia en este documento no debe interpretarse como una admisión de que dicha referencia está 
disponible como "técnica previa" a la presente solicitud. 
 20 
La interleuquina-12 (IL-12) es un miembro de la familia de citoquinas de tipo I implicada en la contribución a varios 
procesos biológicos incluyendo, aunque sin limitación, la respuesta inmune protectora y la supresión de la 
tumorigénesis (Abdi et al., 2006; Adorini, 1999; Adorini, 2001; Adorini et al., 2002; Adorini et al., 1996; Akhtar et al., 
2004; Akiyama et al., 2000; Al-Mohanna et al., 2002; Aliberti et al., 1996; Allavena et al., 1994; Alii y Khar, 2004; 
Alzona et al., 1996; Amemiya et al., 2006; Araujo et al., 2001; Arulanandam et al., 1999; Athie et al., 2000; Athie-25 
Morales et al., 2004; Bertagnolli et al., 1992; Bhardwaj et al., 1996; Biedermann et al., 2006; Brunda y Gately, 1994; 
Buchanan et al., 1995; Romani et al., 1997; Rothe et al., 1996; Satoskar et al., 2000; Schopf et al., 1999; Thomas et 
al., 2000; Tsung et al., 1997; Wolf et al., 1994; Yuminamochi et al., 2007). Un creciente conjunto de evidencias 
sugiere que la IL-12 puede ser una diana prometedora para el control de enfermedades humanas (por ejemplo, 
cáncer). 30 
 
A pesar de que la IL-12 sigue siendo prometedora como agente terapéutico contra el cáncer basado en su potente 
actividad de soporte sobre células NK anti-tumorales Tipo-1, células T CD4+ y células T CD8+ (Trinchieri, 2003), la 
toxicidad informada de la IL-12 humana recombinante (rhIL-12) en pacientes (Atkins et al., 1997), junto con fuentes 
limitadas de rhIL-12 de grado GMP para aplicación clínica, ha impedido enfoques terapéuticos satisfactorios 35 
basados en IL-12. Por tanto, parece razonable que enfoques de terapia génica puedan representar opciones de 
tratamiento más seguras, más sostenibles. De hecho, los ensayos clínicos en fase I que aplican suministro intra- o 
peri-tumoral de ADNc de IL-12 recombinante basado en virus (Sangro et al., 2004; Triozzi et al., 2005) o plásmidos 
(Heinzerling et al., 2005), o fibroblastos autólogos modificados con genes de IL-12 (Kang et al., 2001) se han 
encontrado seguros y bien tolerados. 40 
 
Sin embargo, las respuestas clínicas objetivas en pacientes con melanoma o una diversa gama de carcinomas que 
reciben estas terapias génicas han sido raras, variable, transitorias y en gran parte centradas en el sitio de 
tratamiento (Heinzerling et al., 2005; Kang et al., 2001; Sangro et al., 2004; Triozzi et al., 2005). En casos en los que 
la resolución de la enfermedad fue parcial o completa, se han observado frecuencias aumentadas de linfocitos 45 
infiltrantes de tumor (Heinzerling et al., 2005; Sangro et al., 2004) y niveles elevados de células T CD8+ específicas 
de tumor en circulación (Heinzerling et al., 2005), en consonancia con el cebado cruzado mejorado de células T 
específicas de antígeno en estos pacientes. 
 
Además, surgieron varias preocupaciones residuales, por ejemplo, toxicidades imprevistas asociadas con la terapia 50 
génica con IL-12 basada en DC y limitaciones potenciales dependientes de IL-12 en la migración de DC.IL12 
terapéutico después de administración intratumoral. Además, hay preocupaciones adicionales respecto a la 
cronología de producción de IL-12 en DC transducidas muy importante para la eficacia terapéutica (Murphy et al., 
2005) 
 55 
Como el cebado cruzado de células T específicas se logra mejor mediante células dendríticas (DC) que sirven como 
fuente natural pero regulada de IL-12 (Berard et al., 2000), los últimos informes de la eficacia preclínica superior de 
terapia génica con IL-12 basada en DC han sido de gran interés (Satoh et al., 2002; Tatsumi et al., 2003; Yamanaka 
et al., 2002). Por ejemplo, se demostró que la inyección intratumoral (i.t.) de DC modificadas por ingeniería para 
producir IL-12p70 (mediante infección por adenovirus recombinante) provoca el cebado cruzado mejorado 60 
drásticamente de un repertorio ampliamente reactivo de células T CD8+ específico de tumor en concierto con el 
rechazo del tumor en modelos murinos (Tatsumi et al., 2003). Dado el uso previo de un adenovirus recombinante 
que codifica mIL-12 bajo un promotor basado en CMV (rAd.cIL12, (Tatsumi et al., 2003)), la producción por DC 
modificadas por ingeniería de IL-12 fue constitutiva, por tanto, el impacto inmunológico de esta citoquina temprana 
dentro de la lesión tumoral y más tarde dentro de ganglios linfáticos de drenaje tumoral no se pudo resolver con 65 
respecto a los resultados terapéuticos. Se conocen en la técnica sistemas para la expresión génica condicional. 
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Karzenowski et al. (2006). (RheoSwitch® Therapeutic System-Inducible Recombinant AAV Vectors for Tightly 
Regulated Transgene Expression. Molecular Therapy, volumen 13, suplemento 1, página S 194.) describe el uso de 
vectores de AAV recombinante (vvAAV) para el suministro del sistema terapéutico RheoSwitch® (RTS). Se indica 
que este sistema permite el control regulador de expresión génica terapéutica a largo plazo in vivo. La tecnología de 
expresión génica RTS permite controlar la cronología y dosis precisas de la proteína terapéutica a través de la 5 
administración sistémica de un fármaco activado farmacológicamente inerte altamente específico. 
 
Vilaboa et al. (2006). (Regulatable Gene Expression Systems for Gene Therapy. Current Gene Therapy, Volumen 6, 
páginas 421-438.) revisa sistemas de expresión génica regulables para terapia génica. Indica que la regulación 
temporal de transgenes puede conseguirse mediante conmutadores génicos que se activan mediante un inductor de 10 
molécula pequeña apropiado y que la regulación tanto espacial como temporal de la actividad del transgén puede 
controlarse mediante una nueva generación de conmutadores génicos, que combinan un promotor de gen de 
proteína de choque térmico y un conmutador génico sensible a molécula pequeña. 
 
Lessard et al., (2007). (Characterisation of the RSLI-Dependent Conditional Expression System in LNCaP prostate 15 
cancer cells and development of a single vector format Prostate, volumen 67, páginas 808-819), indica que el 
sistema RheoSwitch es muy adecuado para la expresión génica condicional en células de cáncer de próstata. 
 
Vujanovic et al., (2006). (IL-12p70 and IL-18 gene-modified dendritic cells loaded with tumor antigen-derived peptides 
or recombinant protein effectively stimulate specific Type-1 CD4(+) T-cell responses from normal donors and 20 
melanoma patients in vitro. Cancer Gene Therapy, volumen 13, páginas 798-805) describe células dendríticas 
humanas modificadas por ingeniería genética que secretan altos niveles de IL-12, mediante infección adenoviral 
recombinante, para el tratamiento del cáncer. 
 
Mazzolini et al. (2005). (Intratumoral Injection of Dendritic Cells Engineered to Secrete Interleukin-12 by Recombinant 25 
Adenovirus in Patients with Metastatic Gastrointestinal Carcinomas. Molecular Therapy. Volumen 11, páginas 437-
438), describe la inyección intratumoral de células dendríticas modificadas por ingeniería para secretar interleuquina-
12 mediante infección adenoviral recombinante para el tratamiento de pacientes con carcinomas gastrointestinales. 
 
Katakam et al. (2006). (Retroviral Delivery of the RheoSwitch® Therapeutic System for Precisely Regulated 30 
Expression of BMP-2 for Bone Regeneration. Molecular Therapy. Volumen 13, página 5422.) describe el suministro 
retroviral del sistema RheoSwitch para la expresión regulada de forma precisa de BMP-2 para regeneración ósea. 
 
El documento US2005/0191659 describe circuitos moleculares que proporciona expresión sostenida de un gen de 
interés después de una única aplicación de estrés. Generalmente, los circuitos moleculares de la invención 35 
comprenden (a) una primera molécula de ácido nucleico que comprende un gen que codifica un factor de 
transcripción y un primer promotor o un promotor de combinación que se puede activar por estrés y por el factor de 
transcripción, donde el primer promotor o el promotor de combinación y el gen del factor de transcripción están 
unidos de forma funcional, y (b) una segunda molécula de ácido nucleico que comprende un gen de interés y un 
segundo promotor que se puede activar por el factor de transcripción, donde el segundo promotor y el gen de interés 40 
están unidos de forma funcional. Por tanto, existe la necesidad de DC modificadas por ingeniería para la expresión 
condicional de IL-12. La invención proporciona un resultado terapéutico prometedor para el uso de dichas células. 
 
Sumario de la invención 
 45 
La invención describe un vector recombinante que codifica una proteína que tiene la función de IL-12 bajo el control 
de un promotor condicional. El vector puede ser un vector adenoviral que codifica IL-12p70 dirigido por un promotor 
que puede activarse de forma condicional proporcionan un ligando de molécula pequeña soluble tal como 
diacilhidrazina, por ejemplo, RG-115819, RG-115830 o RG-115932. Este vector permite el control de la expresión de 
IL-12 a partir de DC (rAD.RheoIL12). 50 
 
También se describe un vector para expresar de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12 que 
comprende un polinucleótido que codifica un conmutador génico, comprendiendo dicho conmutador génico al menos 
una secuencia de factor de transcripción, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripción codifica un 
factor de transcripción dependiente de ligando, unido de forma funcional a un promotor, y (2) un polinucleótido que 55 
codifica una proteína que tiene la función de IL-12 unido de a un promotor que se activa por dicho factor de 
transcripción dependiente de ligando. También se describe un vector para expresar de forma condicional proteínas 
que tienen la función de IL-12 y/o IFN-alfa que comprende un polinucleótido que codifica un conmutador génico, 
comprendiendo dicho conmutador génico al menos una secuencia de factor de transcripción, donde dicha al menos 
una secuencia de factor de transcripción codifica un factor de transcripción dependiente de ligando, unido de forma 60 
funcional a un promotor, y (2) un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IL-12, y/o un 
polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IFN-alfa unido a un promotor que se activa por dicho 
factor de transcripción dependiente de ligando. 
 
Por ejemplo, se describe un vector para expresar de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12 65 
que comprende un polinucleótido que codifica un conmutador génico, donde el polinucleótido comprende (1) al 
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menos una secuencia de factor de transcripción unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una 
secuencia de factor de transcripción codifica un factor de transcripción dependiente de ligando, y (2) un 
polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IL-12 unido a un promotor que se activa mediante 
dicho factor de transcripción dependiente de ligando. También se describe un vector para expresar de forma 
condicional proteínas que tienen la función de IL-12 y/o IFN-alfa que comprende un polinucleótido que codifica un 5 
conmutador génico, donde el polinucleótido comprende (1) al menos una secuencia de factor de transcripción unida 
de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripción codifica un factor 
de transcripción dependiente de ligando, y (2) un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IL-
12, y/o un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IFN-alfa unido a un promotor que se activa 
mediante dicho factor de transcripción dependiente de ligando. 10 
 
La descripción describe adicionalmente un método para producir un población de DC que expresan de forma 
condicional una proteína que tiene la función de IL-12 modificando la DC con un vector recombinante que expresa 
de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12, por ejemplo, rAd.RheoIL12. También se describe un 
método para producir una población de DC que expresan de forma condicional proteínas que tienen la función de IL-15 
12 y/o IFN-alfa modificando la DC con un vector recombinante que expresa de forma condicional proteínas que 
tienen la función de IL-12 y/o IFN-alfa. 
 
También se describe un método para producir una población de células dendríticas que expresan de forma 
condicional una proteína que tiene la función de IL-12, que comprende modificar al menos una parte de las células 20 
dendríticas introduciendo en dichas células dendríticas un vector que comprende un polinucleótido que codifica un 
conmutador génico, comprendiendo dicho conmutador génico al menos una secuencia de factor de transcripción, 
donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripción codifica un factor de transcripción dependiente de 
ligando, unida de forma funcional a un promotor, y (2) un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la 
función de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho factor de transcripción dependiente de ligando. 25 
También se describe un método para producir una población de células dendríticas que expresan de forma 
condicional proteínas que tienen la función de IL-12 y/o IFN-alfa, que comprende modifica al menos una parte de las 
células dendríticas introduciendo en dichas células dendríticas un vector que comprende un polinucleótido que 
codifica un conmutador génico, comprendiendo dicho conmutador génico al menos una secuencia de factor de 
transcripción, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripción codifica un factor de transcripción 30 
dependiente de ligando, unida de forma funcional a un promotor, y (2) un polinucleótido que codifica una proteína 
que tiene la función de IL-12, y/o un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IFN-alfa unido a 
un promotor que se activa por dicho factor de transcripción dependiente de ligando. 
 
Por ejemplo, la descripción describe un método para producir una población de células dendríticas que expresan de 35 
forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12, que comprende modifica al menos una parte de las 
células dendríticas introduciendo en dichas células dendríticas un vector que comprende un polinucleótido que 
codifica un conmutador génico, donde el polinucleótido comprende (1) al menos una secuencia de factor de 
transcripción unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de 
transcripción codifica un factor de transcripción dependiente de ligando, y (2) un polinucleótido que codifica una 40 
proteína que tiene la función de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho factor de transcripción 
dependiente de ligando. La descripción describe un método para producir una población de células dendríticas que 
expresan de forma condicional proteínas que tienen la función de IL-12 y/o IFN-alfa, que comprende modifica al 
menos una parte de las células dendríticas introduciendo en dichas células dendríticas un vector que comprende un 
polinucleótido que codifica un conmutador génico, donde el polinucleótido comprende (1) al menos una secuencia de 45 
factor de transcripción unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de 
transcripción codifica un factor de transcripción dependiente de ligando, y (2) un polinucleótido que codifica una 
proteína que tiene la función de IL-12, y/o un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IFN-alfa 
unido a un promotor que se activa por dicho factor de transcripción dependiente de ligando. 
 50 
La descripción también proporciona una población de DC modificadas para expresar de forma condicional una 
proteína que tiene la función de IL-12 con un vector recombinante que expresa de forma condicional una proteína 
que tiene la función de IL-12, por ejemplo, el vector rAd.RheoIL12. Se ha descubierto que DC infectadas con 
rAd.RheoIL12 producían niveles elevados de IL-12 solamente después de proporciona un ligando activador. 
También se describe una población de DC modificadas para expresar de forma condicional una proteína que tiene la 55 
función de IL-12 y/o una proteína que tiene la función de IFN-alfa con un vector recombinante que expresa de forma 
condicional una proteína que tiene la función de IL-12 y/o la función de IFN-alfa. Ligandos útiles incluyen, aunque sin 
limitación RG-115830, RG-115932, RG-115819, RSL1, y otras diacilhidrazinas. 
 
La solicitud describe una célula dendrítica modificada por ingeniería in vitro que comprende un vector que 60 
comprende un polinucleótido que codifica un conmutador génico, comprendiendo dicho conmutador génico al menos 
una secuencia de factor de transcripción, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripción codifica un 
factor de transcripción dependiente de ligando, unida de forma funcional a un promotor, y (2) un polinucleótido que 
codifica una proteína que tiene la función de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho factor de 
transcripción dependiente de ligando. También se describe una célula dendrítica modificada por ingeniería in vitro 65 
que comprende un vector que comprende un polinucleótido que codifica un conmutador génico, comprendiendo 
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dicho conmutador génico al menos una secuencia de factor de transcripción, donde dicha al menos una secuencia 
de factor de transcripción codifica un factor de transcripción dependiente de ligando, unida de forma funcional a un 
promotor, y (2) un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IL-12, y/o un polinucleótido que 
codifica una proteína que tiene la función de IFN-alfa unido a un promotor que se activa por dicho factor de 
transcripción dependiente de ligando. 5 
 
Por ejemplo, la invención describe una célula dendrítica modificada por ingeniería in vitro que comprende un vector 
que comprende un polinucleótido que codifica un conmutador génico, donde el polinucleótido comprende (1) al 
menos una secuencia de factor de transcripción unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una 
secuencia de factor de transcripción codifica un factor de transcripción dependiente de ligando, y (2) un 10 
polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho 
factor de transcripción dependiente de ligando. La invención describes una célula dendrítica modificada por 
ingeniería in vitro que comprende un vector que comprende un polinucleótido que codifica un conmutador génico, 
donde el polinucleótido comprende (1) al menos una secuencia de factor de transcripción unida de forma funcional a 
un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripción codifica un factor de transcripción 15 
dependiente de ligando, y (2) un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IL-12, y/o un 
polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IFN-alfa unido a un promotor que se activa por dicho 
factor de transcripción dependiente de ligando. 
 
La presente invención describe una composición farmacéutica que comprende una población de DC modificadas 20 
para expresar de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12 con un vector recombinante que 
expresa de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12, por ejemplo, el vector rAd.RheoIL12. La 
invención describe una composición farmacéutica que comprende una población de DC modificadas para expresar 
de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12 y/o una proteína que tiene la función de IFN-alfa con 
un vector recombinante que expresa de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12 y/o una 25 
proteína que tiene la función de IFN-alfa. 
 
La invención proporciona un tratamiento del cáncer, tal como tumores de melanoma o tumores de glioma. La terapia 
génica con IL-12 ha demostrado eficacia anti-tumoral en estudios en modelos animales cuando se aplica como un 
vector de ADNc recombinante (Faure et al., 1998; Sangro et al., 2005), pero incluso más, cuando se aplica en el 30 
contexto de DC modificadas con gen (Satoh et al., 2002; Svane et al., 1999; Tatsumi et al., 2003; Yamanaka et al., 
2002). Hasta la fecha, sin embargo, los ensayos en fase I en seres humanos de terapia génica con IL-12 que aplican 
plásmidos o vectores virales no han logrado conseguir respuestas clínicas objetivas y duraderas en el entorno del 
cáncer (Heinzerling et al., 2005; Kang et al., 2001; Sangro et al., 2004; Triozzi et al., 2005). La terapia génica con IL-
12 basada en DC (con o sin IFN-alfa) descrita en este documento proporciona una modalidad terapéutica 35 
prometedora. 
 
En una realización, la invención describe un método para tratar un tumor en un mamífero, que comprende (a) 
administrar por vía intratumoral a microentornos tumorales una población de células dendríticas modificadas por 
ingeniería in vitro, donde dichas células dendríticas comprenden un vector que comprende un polinucleótido que 40 
codifica un conmutador génico, donde el polinucleótido comprende (1) al menos una secuencia de factor de 
transcripción unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de 
transcripción codifica un factor de transcripción dependiente de ligando, y (2) un polinucleótido que codifica una 
proteína que tiene la función de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho factor de transcripción 
dependiente de ligando y (b) administrar a dicho mamífero una cantidad eficaz de un ligando, que activa el factor de 45 
transcripción dependiente de ligando; induciendo de este modo la expresión de una proteína que tiene la función de 
IL-12 y tratando dicho tumor. 
 
Por ejemplo, la invención describe un método para tratar un tumor en un mamífero, que comprende las etapas de: 
 50 
 (a) modificar por ingeniería células dendríticas in vitro para expresar de forma condicional una proteína que tiene 

la función de IL-12; 
 (b) administrar por vía intratumoral a microentornos tumorales dichas células dendríticas modificadas por 

ingeniería in vitro; y 
 (c) administrar a dicho mamífero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador; induciendo de 55 

ese modo la expresión de una proteína que tiene la función de IL-12 y tratando dicho tumor. 
 
En otras realizaciones, la invención describe un método para tratar un tumor en un mamífero, que comprende (a) 
administrar por vía intratumoral a microentornos tumorales células dendríticas modificadas por ingeniería in vitro, 
donde dichas células dendríticas comprenden un vector que comprende un polinucleótido que codifica un 60 
conmutador génico, donde el polinucleótido comprende (1) al menos una secuencia de factor de transcripción unida 
de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripción codifica un factor 
de transcripción dependiente de ligando, y (2) un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IL-
12 y/o una proteína que tiene la función de IFN-alfa, unido a un promotor activado por dicho factor de transcripción 
dependiente de ligando y (b) administrar a dicho mamífero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando 65 
activador; induciendo de ese modo la expresión de una proteína que tiene la función de IL-12 y/o una proteína que 
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tiene la función de IFN-alfa y tratando dicho tumor. 
 
Por ejemplo, la invención describe un método para tratar un tumor en un mamífero, que comprende las etapas de: 
 
 (a) modificar por ingeniería células dendríticas in vitro para expresar de forma condicional una proteína que tiene 5 

la función de IL-12 y/o una proteína que tiene la función de IFN-alfa; 
 (b) administrar por vía intratumoral a microentornos tumorales dichas células dendríticas modificadas por 

ingeniería in vitro; y 
 (c) administrar a dicho mamífero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador; induciendo de 

ese modo la expresión de una proteína que tiene la función de IL-12 y/o una proteína que tiene la función de IFN-10 
alfa y tratando dicho tumor. 

 
También se describe en este documento, un método para determinar la eficacia de terapia basada en DC 
modificadas por ingeniería midiendo el nivel de expresión o actividad de IFN-γ en un paciente antes del inicio de la 
terapia, generando la terapia un nivel de control, seguido de la administración de DC modificadas por ingeniería para 15 
expresar de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12 y una cantidad eficaz de un ligando 
activador y después midiendo el nivel de expresión de IFN-γ para generar un nivel de ensayo, y comparando el nivel 
de control con el nivel de ensayo para determinar si el régimen terapéutico es eficaz. 
 
También se describe en este documento un método para determinar la eficacia de un régimen terapéutico basado 20 
en célula dendrítica modificada por ingeniería in vitro en un paciente que comprende: 
 
 (a) medir el nivel de expresión o el nivel de actividad o ambos de interferón-gamma (IFN-γ en una primera 

muestra biológica obtenida de dicho paciente que lo necesita antes de la administración de células dendríticas 
modificadas por ingeniería in vitro, generando de este modo un nivel de control; 25 

 (b) administrar a un paciente que lo necesita, células dendríticas modificadas por ingeniería in vitro modificadas 
para expresar de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12; 

 (c) administrar a dicho paciente que lo necesita una cantidad eficaz de un ligando activador; 
 (d) medir el nivel de expresión o el nivel de actividad o ambos de IFN-γ en una segunda muestra biológica 

obtenida de dicho paciente que lo necesita después de la administración de DC modificadas por ingeniería in 30 
vitro y ligando activador, generando de este modo un nivel de ensayo; y 

 (e) comparar el nivel de control con el nivel de ensayo de IFN-γ, donde un aumento en el nivel de ensayo de 
expresión, actividad o ambas de IFN-γ respecto al nivel de control indica que el régimen terapéutico es eficaz en 
dicho paciente que lo necesita. 

 35 
También se describe un método para inducir expresión condicional de una proteína que tiene la función de 
interleuquina-12 (IL-12) en una célula dendrítica que comprende: (1) administrar a un mamífero que lo necesita una 
cantidad eficaz de una población de las células dendríticas modificadas por ingeniería in vitro de la invención; y (2) 
administrar a dicho mamífero que lo necesita una cantidad eficaz de un ligando, que activa el factor de transcripción 
dependiente de ligando. 40 
 
Con antelación a la aplicación clínica, se ampliaron los estudios previos realizados en un modelo de sarcoma CMS4 
en ratones BALB/c y se observó que el suministro intratumoral de DC derivadas de médula ósea singénica pre-
infectadas con Ad.cIL12 (expresión constitutiva), provocó un rechazo tumoral eficaz (Tatsumi et al., 2003). El 
rechazo estaba asociado con la inmunidad sistémica mediada por células T CD8+ contra tumores CMS4 (Tatsumi et 45 
al., 2003). La invención proporciona el uso de células dendríticas modificadas por ingeniería in vitro que comprenden 
un vector para expresar de forma condicional una proteína que tiene la función deIL-12 como se define en las 
reivindicaciones. 
 
Descripción detallada de los dibujos 50 
 
 La FIG. 1 muestra la estructura del vector rAd.RheoIL12 en que las regiones E1 y E3 se han delecionado y los 

componentes del sistema terapéutico RheoSwitch® (RTS)-IL-12 remplazan la región E1. El recuadro marcado 
"IL12" representa las secuencias codificantes IL-12p40 e IL-12p35 separadas por IRES. 

 Las FIG. 2A-2C muestran que las DC modificadas por ingeniería expresan de forma condicional la proteína IL-12 55 
en presencia de RG-115830. 

 La FIG. 3A muestra que DC modificadas por ingeniería administradas en microentornos de tumor de melanoma 
causas regresión tumoral cuando RG-115830 se inyecta por vía intraperitoneal en ratones C57B1/6 que albergan 
tumores subcutáneos B16 de 7 días establecidos en 24 horas desde la inyección de DC. 3B-3C: la regresión 
tumoral sucedió cuando RG-115830 se administró de los días 1 a 5, pero no cuando se administró solamente en 60 
los días 1 a 2 o 1 a 3 después de la inyección de DC. 

 La FIG. 4 muestra que DC modificadas por ingeniería muestran supervivencia prolongada en tumor y ganglio 
linfático de drenaje tumoral después de inyección intraperitoneal del ligando activador en 24 horas después de la 
inyección de DC, mucha menos supervivencia y ausencia de supervivencia de DC por ligando a las 48 horas y 
72 horas respectivamente. 65 
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 La FIG. 5A muestra que DC modificadas por ingeniería promueven una fuerte activación periférica de células T 
CD8+ anti-B16 si el ligando activador se proporciona en 24 horas desde la inyección de las DC modificadas por 
ingeniería. La FIG. 5B muestra que todos los ratones curados previamente de su melanoma mostraron 
protección específica contra células tumorales B16 pero no contra células de carcinoma de colon MC38 cuando 
se volvían a exponer animales sin tumor a células de melanoma B16 o células de carcinoma de colon MC38 5 
relevantes en el día 45 (después de la exposición inicial a B16). 

 La FIG. 6 muestra el beneficio terapéutico inducido por la administración de ligando por vía intraperitoneal u oral. 
 La FIG. 7 muestra los diagramas de Kaplan-Meier de la supervivencia de ratones como resultado de inyección 

intratumoral de glioma de ratón (GL261) con células dendríticas transducidas con polinucleótidos que codifican 
IL-12 y/o IFN-alfa bajo el control de RTS. Las abreviaturas en esta figura son las siguientes: Ad-IFNa es vector 10 
adenoviral que expresa de forma constitutiva IFN-alfa; Ad-RTS-IFNa es vector adenoviral que codifica IFN-alfa 
bajo el control de RTS; Ad-RTS-IFNa sin ligando es vector adenoviral que contiene RTS y IFN-alfa donde no 
estaba presente ligando activador; Ad-IFNa/IL-12 corresponde a DC transducidas con vectores adenovirales que 
codifican IFN-alfa e IL-12; y Ad-RTS-IFNa/IL-12 corresponde a DC transducidas con dos vectores adenovirales 
que codifican IFN-alfa e IL-12 bajo el control de RTS. 15 

 La FIG. 8 muestra un mapa del vector adenoviral Ad-RTS-hIL-12. 
 La FIG. 9 muestra la producción de IL-12 por células dendríticas humanas transducidas con vector adenoviral 

Ad-RTS-mIL-12 a diferente MOI y duración de adsorción viral. La transducción adenoviral de DC humanas de 
diferente MOI y durante diferente tiempo de adsorción viral mostró una transducción eficaz de estas células por 
adsorción viral de 3 horas a MOI de 500. El fármaco activador ("AD" o "ligando activador") indujo expresión de IL-20 
12 en estas células dendríticas humanas transducidas. 

 La FIG. 10 muestra una comparación de los efectos de diferentes vectores adenoviral que contienen IL-12. La 
variante SP1-RheoIL-12 fue la más eficaz de las variantes que contienen Rheoswitch. Sp1-RbeoIL-12 difiere de 
oldRheoIL-12 en que remplaza una estructura de vector AdEasy-1 con la estructura de vector RAPAd 
(ViraQuest). Asimismo, TTR-RheoIL-12 difiere de oldRheoIL-12 en que contiene un promotor mínimo TTR 25 
cadena abajo de los sitios de unión Ga14, que remplaza el promotor mínimo sintético y los sitios de unión Sp1, y 
la estructura de vector es RAPAd (ViraQuest). Como la FIG. 10 ilustra, Sp1-RheoIL-12 era comparable a 
oldRheoEL-12 y más eficaz que TTR-RheoIL-12 en la reducción del tamaño de tumor de melanoma B16. 

 La FIG. 11 muestra la ausencia de formación de tumor de melanoma B16 después de re-exposición de ratones 
previamente tratados con células dendríticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch adenoviral 30 
recombinante. Esto muestra que se prevenía el crecimiento de tumores de melanoma B16 durante hasta 25 días 
cuando los ratones inmunes a B16 se volvían a inocular 45 días después de la primera inoculación con células 
B16. Se generaron células dendríticas murinas generadas a partir de médula ósea de ratones B6 por cultivo de 7 
días en medio completo (RPMI-1640, FBS al 10 %) que contenía rmIL-4 más rmGM-CSF. Después se aislaron 
células dendríticas CD11c positivas usando perlas MACS específicas según el protocolo del fabricante (Miltenyi 35 
Biotech) y se infectaron a MOI de 100 usando rAd.IL-12 (RheoIL-12 frente a SP1 frente a TTR) durante 24 horas 
antes de inyección de 10E6 DC en tumores de melanoma B16 s.c. de 9 días establecidos (5 ratones por grupo, 
tumor en el flanco derecho). Los ratones se trataron o no con inyecciones i.p. diarias del ligando activador RG-
115830 (30 mg/kg en 50 microlitros de DMSO) en los días 0-4 después de la inyección de DC. El tamaño del 
tumor se controló cada 3-4 días y se presenta en mm2 como el producto de diámetros ortogonales. Para evaluar 40 
la especificidad de la protección asociada a la terapia, todos los animales libre de tumor se re-expusieron a 10E5 
células de melanoma B16 en el flanco izquierdo frente a células de carcinoma de colon MC38 en el flanco 
derecho en el día 45 después de la exposición inicial a tumor B16. Se formaron tumores MC38 pero no se 
formaron tumores B16. 

 La FIG. 12 muestra una comparación entre las cantidades de células dendríticas inyectadas en el tumor B16 45 
(10E5, 10E6, 10E7) y la cantidad de tiempo de administración de ligando (6 días o 13 días) y la regresión tumoral 
resultante en el modelo de ratón de tumor de melanoma B16. El ligando administrado diariamente durante 13 
días en combinación con 10E7 células dendríticas fue más eficaz en causar regresión tumoral sobre un periodo 
de 25 días. 

 La FIG. 13 muestra que la terapia descrita en este documento no estaba asociada con pérdida adversa en el 50 
peso del animal debido a debilitación. La debilitación y pérdida de peso a menudo están asociadas con altos 
niveles de interferón-gamma y TNF-alfa que se sabe que están regulados positivamente en respuesta a IL-12. 

 La FIG. 14 muestra la ausencia de formación de tumor de melanoma B16 después de re-exposición de ratones 
previamente tratados con células dendríticas que contienen IL-12 inducible por RheoSwitch® adenoviral 
recombinante y ligando activador RG-115932. Se establecieron melanomas B16 s.c. durante 7 días en los 55 
flancos derechos de 5 ratones B6 singénicos. En el día 7, se inyectó por vía intratumoral (i.t.) DC.SP1-IL-12 (DC 
derivadas de médula ósea infectadas a una MOI de 100 usando el conmutador óptimo SP1) a dosis de 105, 106 o 
107. RG-115932 se proporcionó por inyección i.p. empezando en el día de inyección de DC (y diariamente 
después de ello durante 6 días o 13 días). Cada cohorte contenía 5 animales, con crecimiento tumoral controlado 
cada 3-4 días y presentando en tamaño medio (mm cuadrados basado en producto de mediciones ortogonales). 60 
También se evaluaron los pesos de los animales individuales en el momento de las mediciones del tumor (FIG. 
13). Todos los animales que había quedado libres de enfermedad por cualquier terapia se re-expusieron en el 
día 50 (después de la inoculación inicial de tumor B16) con 105 células de melanoma B16 en el flanco opuesto 
(flanco izquierdo) del tumor original y con 105 células de carcinoma de colon MC38 en el flanco derecho. El 
crecimiento del tumor se controló cada 3-4 días y se comparó frente al crecimiento observado en animales 65 
vírgenes (no tratados) (véase la FIG. 12). La FIG. 14 por lo tanto muestra que se prevenía el crecimiento de 
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tumores de melanoma B16 durante hasta 24 días cuando se volvía a inocular a ratones inmunes a B16 con 
células B16. La FIG. 14 también ilustra que ratones vírgenes a B16 no estaban protegidos de la formación de 
tumores, como con ratones inmunes a MC38 y ratones vírgenes a MC38. MC38 es un carcinoma colon conocido 
en la técnica. Esto demuestra la especificidad de inmunización causada por la inyección original en tumor B16 de 
células dendríticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch® adenoviral recombinante. 5 

 La FIG. 15 muestra la expresión de IL-12 dependiente de dosis de fármaco activador (RG-115932) en células 
dendríticas de ratón transducidas con Ad-RTS-mIL-12. 

 La FIG. 16 muestra la respuesta de activación/desactivación de la expresión de mIL-12 a la presencia o ausencia 
de RG-115932 en células HT1080 transducidas con Ad-RTS-mIL-12. 

 La FIG. 17 muestra que la respuesta de células T CD8+ a la inmunización por inyección intratumoral de DC 10 
transducidas con adenovirus en presencia o ausencia del fármaco activador (AD) corresponde con la respuesta 
antitumoral. 

 La FIG. 18 muestra la inducción de IL-12 humana en DC humanas de tres voluntarios transducidos con el vector 
adenoviral que codifica la IL-12 humana bajo el control de RTS. 

 15 
Descripción detallada de las secuencias 
 
 La SEC ID Nº 1 es una secuencia de nucleótidos de longitud completa del gen p35 de IL-12 de ratón de tipo 

silvestre. 
 La SEC ID Nº 2 es una secuencia de nucleótidos de longitud completa del gen p40 de IL-12 de ratón de tipo 20 

silvestre. 
 La SEC ID Nº 3 es una secuencia de nucleótidos de longitud completa del gen p35 de IL-12 humana de tipo 

silvestre. 
 La SEC ID Nº 4 es una secuencia de nucleótidos de longitud completa del gen p40 de IL-12 humana de tipo 

silvestre. 25 
 La SEC ID Nº 5 es una secuencia polipeptídica de longitud completa de la proteína p35 de IL-12 de ratón de tipo 

silvestre. 
 La SEC ID Nº 6 es una secuencia de aminoácidos de longitud completa de la proteína p40 de IL-12 de ratón de 

tipo silvestre. 
 La SEC ID Nº 7 es una secuencia de aminoácidos de longitud completa de la proteína p35 de IL-12 humana de 30 

tipo silvestre. 
 La SEC ID Nº 8 es una secuencia de aminoácidos de longitud completa de la proteína p40 de IL-12 humana de 

tipo silvestre. 
 La SEC ID Nº 9 es una secuencia de ADN de un elemento de respuesta a ecdisona encontrado en Drosophila. 
 La SEC ID Nº 10 es una secuencia de ADN de un elemento de respuesta a ecdisona encontrado en Drosophila 35 

melanogaster. 
 La SEC ID Nº 11 es una secuencia de ADN de un elemento de respuesta a ecdisona encontrado en Drosophila 

melanogaster. 
 La SEC ID Nº 12 es el sitio de restricción I-SceI en una enzima endonucleasa constitutiva (HE). 
 La SEC ID Nº 13 es una secuencia de ADN de vector adenoviral que comprende la secuencia codificante de IL-40 

12 humana: Ad-RTS-hIL-12 (SP1-RheoIL-12). 
 
La secuencia de aminoácidos de interferón alfa (IFN-alfa) está disponible en bases de datos públicas con el número 
de acceso AAA52724. 
 45 
Véase también Capon et al., Mol. Cell. Biol. 5, 768-779 (1985). 
 
Descripción detallada de la invención 
 
Salvo que se define de otro modo, todos los términos de técnica, anotaciones y otros términos científicos o 50 
terminología usada en este documento pretenden tener los significados habitualmente comprendidos por los 
especialistas en la técnica a la que pertenece esta invención. En algunos casos, se definen términos con 
significados comprendidos habitualmente por motivos de claridad y/o para una fácil referencia y comprensión, y no 
debe interpretarse necesariamente que la inclusión de dichas definiciones en este documento indique una diferencia 
sustancial sobre lo comprendido generalmente en la técnica. Las definiciones habitualmente comprendidas de 55 
términos de biología molecular y/o métodos y/o protocolos pueden encontrarse en Rieger et al., Glossary of 
Genetics: Classical and Molecular, 5ª edición, Springer-Verlag: Nueva York, 1991; Lewin, Genes V, Oxford University 
Press: Nueva York, 1994; Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (3ª ed. 2001) y Ausubel et al., 
Current Protocols in Molecular Biology (1994). Según sea apropiado, los procedimientos que implican el uso de kits 
y/o reactivos disponibles en el mercado generalmente se realizan de acuerdo con las directrices y/o protocolos y/o 60 
parámetros del fabricante salvo que se indique otra cosa. 
 
El término "aislado" para los propósitos de la invención indica un material biológico (célula, ácido nucleico o proteína) 
que se ha retirado de su entorno original (el entorno en el que está presente de forma natural). Por ejemplo, un 
polinucleótido presente en el estado natural en una planta o un animal no está aislado, sin embargo el mismo 65 
polinucleótido separado de los ácidos nucleicos adyacentes en que está presente de forma natural, se considera 
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"aislado." 
 
El término "purificado", aplicado a materiales biológicos no requiere que el material esté presente en una forma que 
muestra pureza absoluta, exclusiva de la presencia de otros compuestos. En más bien una definición relativa. 
 5 
"Ácido nucleico", "molécula de ácido nucleico", "oligonucleótido", y "polinucleótido" se usan de forma intercambiable 
y se refieren a la forma polimérica de éster de fosfato de ribonucleósidos (adenosina, guanosina, uridina o citidina; 
"moléculas de ARN") o desoxirribonucleósidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina, o desoxicitidina; 
"moléculas de ADN"), o cualquier análogo fosfoéster de los mismos, tales como fosforotioatos y tioésteres, en forma 
monocatenaria, o hélice bicatenaria. Son posibles hélices bicatenarias ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. La 10 
expresión molécula de ácido nucleico, y en particular molécula de ADN o ARN, se refiere solamente a la estructura 
primaria y secundaria de la molécula, y no se limita a ninguna forma terciaria particular. Por tanto, esta expresión 
incluye ADN bicatenario encontrado, inter alia, en moléculas de ADN lineales o circulares (por ejemplo, fragmentos 
de restricción), plásmidos, ADN superenrollado y cromosomas. Al analizar la estructura de moléculas particulares de 
ADN bicatenario, las secuencias pueden describirse en este documento de acuerdo con la convención normal que 15 
da la secuencia solamente en la dirección 5' a 3' a lo largo de la hebra no transcrita de ADN (es decir, la hebra que 
tiene una secuencia homóloga al ARNm). Una "molécula de ADN recombinante" es una molécula de ADN que ha 
experimentado manipulación por biología molecular. El ADN incluye, aunque sin limitación, ADNc, ADN genómico, 
ADN plasmídico, ADN sintético, y ADN semi-sintético. 
 20 
El término "fragmento", aplicado a secuencias polinucleotídicas, se refiere a una secuencia de nucleótidos de 
longitud reducida respecto al ácido nucleico de referencia y que comprende, sobre la parte común, una secuencia de 
nucleótidos idéntica al ácido nucleico de referencia. Dicho fragmento de ácido nucleico de acuerdo con la invención 
puede estar incluido, cuando sea apropiado, en un polinucleótido más grande del cual es un constituyente. Dichos 
fragmentos comprenden, o como alternativa consisten en, oligonucleótidos que varían en longitud de al menos 6, 8, 25 
9, 10, 12, 15, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 39, 40, 42, 45, 48, 50, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 70, 75, 78, 80, 90, 100, 
105, 120, 135, 150, 200, 300, 500, 720, 900, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, o más nucleótidos consecutivos 
de un ácido nucleico de acuerdo con la invención. 
 
Como se usa en este documento, un "fragmento de ácido nucleico aislado" se refiere a un polímero de ARN o ADN 30 
que es mono o bicatenario, que contiene opcionalmente bases nucleotídicas sintéticas, no naturales o alteradas. Un 
fragmento de ácido nucleico aislado en forma de un polímero de ADN puede estar compuesto por uno o más 
segmentos de ADNc, ADN genómico o ADN sintético. 
 
Un "gen" se refiere a un polinucleótido que comprende nucleótidos que codifican una molécula funcional, incluyendo 35 
moléculas funcionales producidas por transcripción solamente (por ejemplo, una especie de ARN bioactivo) o por 
transcripción y traducción (por ejemplo, un polipéptido). El término "gen" abarca ácidos nucleicos de ADNc y ADN 
genómico. "Gen" también se refiere a un fragmento de ácido nucleico que expresa un ARN, proteína o polipéptido 
específico, incluyendo secuencias reguladoras que preceden (secuencias no codificantes 5') y siguen (secuencias 
no codificantes 3') la secuencia codificante. "Gen nativo" se refiere a un gen encontrado en la naturaleza con sus 40 
propias secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se refiere a cualquier gen que no es un gen nativo, que 
comprenden secuencias reguladoras y/o codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza. Por 
consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que se 
obtienen de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma fuente, 
pero dispuestas de un modo diferente al encontrado en la naturaleza. Un gen quimérico puede comprender 45 
secuencias codificantes derivadas de diferentes fuentes y/o secuencias reguladoras derivadas de diferentes fuentes. 
"Gen endógeno" se refiere a un gen nativo en su localización natural en el genoma de un organismo. Un gen 
"foráneo" o gen "heterólogo" se refiere a un gen no encontrado normalmente en el organismo hospedador, pero que 
se introduce en el organismo hospedador por transferencia génica. Los genes foráneos pueden comprender genes 
nativos insertados en un organismo no nativo, o genes quiméricos. Un "transgén" es un gen que se ha introducido en 50 
el genoma mediante un procedimiento de transformación. Por ejemplo, el gen de la interleuquina-12 (IL-12) codifica 
la proteína IL-12. La IL-12 es un heterodímero de una subunidad de 35-kD (p35) y una subunidad de 40-kD (p40) 
unidas a través de un enlace disulfuro para crear IL-12p70 completamente funcional. El gen de IL-12 codifica ambas 
subunidades p35 y p40. 
 55 
"ADN heterólogo" se refiere a ADN no localizado de forma natural en la célula, o en un sitio cromosómico de la 
célula. El ADN heterólogo puede incluir un gen foráneo para la célula. 
 
El término "genoma" incluye ADN o ARN cromosómico así como mitocondrial, cloroplástico y viral. 
 60 
Una molécula de ácido nucleico "puede hibridar" con otra molécula de ácido nucleico, tal como un ADNc, ADN 
genómico, o ARN, cuando una forma monocatenaria de la molécula de ácido nucleico puede hibridar con la otra 
molécula de ácido nucleico en las condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iónica de la solución. Las 
condiciones de hibridación y lavado son bien conocidas y se ejemplifican en Sambrook et al. en Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Segunda Edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989), 65 
particularmente Capítulo 11 y Tabla 11.1 en el mismo. Las condiciones de temperatura y fuerza iónica determinan la 

E08836827
26-02-2015ES 2 531 522 T3

 



10 

"rigurosidad" de la hibridación. 
 
Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para seleccionar fragmentos moderadamente similares, tales como 
secuencias homólogas de organismos lejanamente relacionados, hasta fragmentos muy similares, tales como genes 
que duplican enzimas funcionales de organismos muy relacionados. Para la selección preliminar de ácidos nucleicos 5 
homólogos, pueden usarse condiciones de hibridación de baja rigurosidad, correspondientes a una Tm de 55º, por 
ejemplo, SSC 5X, SDS al 0,1 %, leche al 0,25 %, y ausencia de formamida; o formamida al 30 %, SSC 5X, SDS al 
0,5 %. Las condiciones de hibridación de rigurosidad moderada corresponden a una mayor Tm, por ejemplo, 
formamida al 40 %, con SSC 5X o 6X. Las condiciones de hibridación de alta rigurosidad corresponden a la mayor 
Tm, por ejemplo, formamida al 50 %, SSC 5X o 6X. 10 
 
La hibridación requiere que los dos ácidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo 
de la rigurosidad de la hibridación, son posibles desapareamientos entre bases. El término "complementario" se usa 
para describir la relación entre bases nucleotídicas que son capaces de hibridar entre sí. Por ejemplo, con respecto 
al ADN, la adenosina es complementaria a timina y la citosina es complementaria a guanina. Por consiguiente, la 15 
invención también describe fragmentos de ácido nucleico aislados que son complementarios a las secuencias 
completas descritas o usadas en este documento así como aquellas secuencias de ácido nucleico sustancialmente 
similares. 
 
Como se describe en este documento, los polinucleótidos se detectan empleando condiciones de hibridación que 20 
comprenden una etapa de hibridación a Tm de 55 ºC y utilizando condiciones expuestas anteriormente. Como 
alternativa la Tm es de 60 ºC, 63 ºC, o 65 ºC. 
 
Los lavados post-hibridación también determinan las condiciones de rigurosidad. Una serie de condiciones usa una 
serie de lavados partiendo con SSC 6X, SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 15 minutos (min), después se 25 
repite con SSC 2X, SDS al 0,5 % a 45 ºC durante 30 min, y después se repite dos veces con SSC 0,2X, SDS al 0,5 
% a 50 ºC durante 30 min. Una serie preferida de condiciones rigurosas usa temperaturas mayores en que los 
lavados son idénticos a los anteriores excepto por la temperatura de los dos lavados finales de 30 min en SSC 0,2X, 
SDS al 0,5 % se aumentan hasta 60 ºC. Otra serie preferida de condiciones altamente rigurosas usa dos lavados 
finales en SSC 0,1X, SDS al 0,1 % a 65 ºC. 30 
 
La rigurosidad apropiada para hibridar ácidos nucleicos depende de la longitud de los ácidos nucleicos y el grado de 
complementación, variables bien conocidas en la técnica. Cuando mayor sea el grado de similitud u homología entre 
dos secuencias de nucleótidos, mayor será el valor de Tm para híbridos de ácidos nucleicos que tienen esas 
secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a mayor Tm) de hibridaciones de ácidos nucleicos disminuye en 35 
el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para híbridos de más de 100 nucleótidos de longitud, se han 
derivado ecuaciones para calcular la Tm (véase Sambrook et al., supra, 9,50-0,51). Para la hibridación con ácidos 
nucleicos más cortos, es decir, oligonucleótidos, la posición de los desapareamientos se vuelve más importante, y la 
longitud del oligonucleótido determina su especificidad (véase Sambrook et al., supra, 11,7-11,8). 
 40 
Como se describe en este documento, los polinucleótidos se detectan empleando condiciones de hibridación que 
comprenden una etapa de hibridación en menos de 500 mM de sal y al menos 37 ºC, y una etapa de lavado en 
SSPE 2X a una temperatura de al menos 63 ºC. Como alternativa, las condiciones de hibridación comprenden 
menos de 200 mM de sal y al menos 37 ºC para la etapa de hibridación. Como alternativa, las condiciones de 
hibridación comprenden SSPE 2X y 63 ºC tanto para la etapa de hibridación como la de lavado. 45 
 
Como se describe en este documento, la longitud de un ácido nucleico que puede hibridar es de al menos 
aproximadamente 10 nucleótidos. Preferiblemente una longitud mínima para un ácido nucleico que puede hibridar es 
de al menos aproximadamente 15 nucleótidos; por ejemplo, al menos aproximadamente 20 nucleótidos; por ejemplo, 
al menos 30 nucleótidos. Además, los especialistas en la técnica reconocerán que la temperatura y la concentración 50 
salina de la solución de lavado pueden ajustarse según lo necesario de acuerdo con factores tales como la longitud 
de la sonda. 
 
El término "sonda" se refiere a una molécula de ácido nucleico monocatenaria que puede aparear con un ácido 
nucleico diana monocatenario complementario para formar una molécula bicatenaria. 55 
 
Como se usa en este documento, el término "oligonucleótido" se refiere a un ácido nucleico corto que puede hibridar 
con una molécula de ADN genómico, una molécula de ADNc, un ADN plasmídico o una molécula de ARNm. Los 
oligonucleótidos pueden marcarse, por ejemplo, con 32P-nucleótidos o nucleótidos a los que se ha conjugado 
covalentemente un marcador, tal como biotina. Un oligonucleótido marcado puede usarse como sonda para detectar 60 
la presencia de un ácido nucleico. Los oligonucleótidos (uno o ambos cuales pueden estar marcados) pueden 
usarse como cebadores de PCR, para clonar la longitud completa o un fragmento de un ácido nucleico, para 
secuenciación de ADN, o para detectar la presencia de un ácido nucleico. Un oligonucleótido también puede usarse 
para formar una triple hélice con una molécula de ADN. Generalmente, los oligonucleótidos se preparan de forma 
sintética, preferiblemente en un sintetizador de ácidos nucleicos. Por consiguiente, los oligonucleótidos pueden 65 
prepararse con enlaces análogos de fosfoéster de origen no natural, tales como enlaces tioéster, etc. 
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Un "cebador" se refiere a un oligonucleótido que hibrida con una secuencia de ácido nucleico diana para crear una 
región de ácido nucleico bicatenario que puede servir como punto de inicio para la síntesis de ADN en condiciones 
adecuadas de síntesis. Dichos cebadores pueden usarse en una reacción en cadena de la polimerasa o para la 
secuenciación de ADN. 
 5 
La "reacción en cadena de la polimerasa" se abrevia PCR y se refiere a un método in vitro para amplificar 
enzimáticamente secuencias específicas de ácido nucleico. La PCR implica una serie repetitiva de ciclos de 
temperatura comprendiendo cada ciclo tres fases: desnaturalización del ácido nucleico molde para separar las 
hebras de la molécula diana, hibridación de un cebador oligonucleotídico de PCR monocatenario con el ácido 
nucleico molde, y extensión del cebador o cebadores hibridados por ADN polimerasa. La PCR proporciona un medio 10 
para detectar la presencia de una molécula diana y, en condiciones cuantitativas o semi-cuantitativas, para 
determinar la cantidad relativa de esa molécula diana dentro de la combinación de partida de ácidos nucleicos. 
 
La "reacción en cadena de la polimerasa con transcripción inversa" se abrevia RT-PCR y se refiere a un método in 
vitro para producir enzimáticamente una molécula o moléculas diana de ADNc a partir de una molécula o moléculas 15 
de ARN, seguido de amplificación enzimática de una secuencia o secuencias específicas de ácido nucleico dentro 
de la molécula o moléculas diana de ADNc como se ha descrito anteriormente. La RT-PCR también proporciona un 
medio para detectar la presencia de la molécula diana y, en condiciones cuantitativas o semi-cuantitativas, para 
determinar la cantidad relativa de la molécula diana dentro de la combinación de partida de ácidos nucleicos. 
 20 
Una "secuencia codificante" de ADN se refiere a una secuencia de ADN bicatenaria que codifica un polipéptido y 
puede transcribirse y traducirse en un polipéptido en una célula in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control de 
secuencias reguladoras adecuadas. "Secuencias reguladoras adecuadas" se refiere a secuencias de nucleótidos 
localizadas cadena arriba (secuencias no codificantes 5'), dentro, o cadena abajo (secuencias no codificantes 3') de 
una secuencia codificante, y que influyen en la transcripción, procesamiento o estabilidad del ARN, o traducción de 25 
la secuencia codificante asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias líder de la 
transcripción, intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilación, sitios de procesamiento de ARN, sitios de 
unión de efectores y estructuras tronco-bucle. Los límites de la secuencia codificante se determinan mediante un 
codón de inicio en el extremo 5' (amino) y un codón de parada de la traducción en el extremo 3' (carboxilo). Una 
secuencia codificante puede incluir, aunque sin limitación, secuencias procariotas, ADNc de ARNm, secuencias de 30 
ADN genómico, e incluso secuencias de ADN sintético. Si la secuencia codificante está pretendida para su 
expresión en una célula eucariota, una señal de poliadenilación y secuencia de terminación de la transcripción 
estarán habitualmente localizadas 3' a la secuencia codificante. 
 
"Fase de lectura abierta" se abrevia ORF y se refiere a una longitud de secuencia de ácido nucleico, ya sea ADN, 35 
ADNc o ARN, que comprenden una señal de inicio de la traducción o codón de inicio, tal como un ATG o AUG, y un 
codón de terminación y puede traducirse potencialmente en una secuencia polipeptídica. 
 
La expresión "cabeza con cabeza" se usa en este documento para describir la orientación de dos secuencias 
polinucleotídicas en relación entre sí. Dos polinucleótidos se posicionan en una orientación cabeza con cabeza 40 
cuando el extremo 5' de la hebra codificante de un polinucleótido está adyacente al extremo 5' de la hebra 
codificante del otro polinucleótido, mediante lo cual la dirección de transcripción de cada polinucleótido avanza 
desde el extremo 5' del otro polinucleótido. La expresión "cabeza con cabeza" puede abreviarse (5')-con-(5') y puede 
también indicarse por los símbolos (← →) o (3'←5'5'→3'). 
 45 
La expresión "cola con cola" se usa en este documento para describir la orientación de dos secuencias 
polinucleotídicas en relación entre sí. Dos polinucleótidos se posicionan en una orientación cola con cola cuando el 
extremo 3' de la hebra codificante de un polinucleótido está adyacente al extremo 3' de la hebra codificante del otro 
polinucleótido, mediante lo cual la dirección de transcripción de cada polinucleótido avanza hacia el otro 
polinucleótido. La expresión "cola con cola" puede abreviarse (3')-con-(3') y también puede indicarse por los 50 
símbolos (→ ←) o (5'→3'3'←5'). 
 
La expresión "cabeza con cola" se usa en este documento para describir la orientación de dos secuencias 
polinucleotídicas en relación entre sí. Dos polinucleótidos se posicionan en una orientación cabeza con cola cuando 
el extremo 5' de la hebra codificante de un polinucleótido está adyacente al extremo 3' de la hebra codificante del 55 
otro polinucleótido, mediante lo cual la dirección de transcripción de cada avanza en la misma dirección que la del 
otro polinucleótido. La expresión "cabeza con cola" puede abreviarse (5')-con-(3') y también puede indicarse por los 
símbolos (→ →) o (5'→3'5'→3'). 
 
El término "cadena abajo" se refiere a una secuencia de nucleótidos que está localizada 3' a una secuencia de 60 
nucleótidos de referencia. En particular, las secuencias de nucleótidos cadena abajo generalmente se refieren a 
secuencias que siguen al punto de inicio de la transcripción. Por ejemplo, el codón de inicio de la traducción de un 
gen está localizado cadena abajo del sitio de inicio de la transcripción. 
 
El término "cadena arriba" se refiere a una secuencia de nucleótidos que está localizada 5' a una secuencia de 65 
nucleótidos de referencia. En particular, las secuencias de nucleótidos cadena arriba generalmente se refieren 
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secuencias que están localizadas en el lado 5' de una secuencia codificante o punto de inicio de la transcripción. Por 
ejemplo, la mayoría de los promotores están localizados cadena arriba del sitio de inicio de la transcripción. 
 
Las expresiones "endonucleasa de restricción" y "enzima de restricción" se usan de forma intercambiable y se 
refieren a enzimas que se unen y cortan dentro de una secuencia específica de nucleótidos dentro de ADN 5 
bicatenario. 
 
"Recombinación homóloga" se refiere a la inserción de una secuencia foránea de ADN en otra molécula de ADN, por 
ejemplo, inserción de un vector en un cromosoma. Preferiblemente, el vector está dirigido a un sitio cromosómico 
específico para recombinación homóloga. Para recombinación homóloga específica, el vector contendrá regiones 10 
suficientemente largas de homología con secuencias del cromosoma para permitir la unión complementaria e 
incorporación del vector en el cromosoma. Regiones más largas de homología, y grados mayores de similitud de 
secuencia, pueden aumentar la eficacia de recombinación homóloga. 
 
Pueden usarse varios métodos conocidos en la técnica para propagar un polinucleótido Una vez establecido un 15 
sistema hospedador adecuado y las condiciones de crecimiento, los vectores de expresión recombinante pueden 
propagarse y prepararse en cantidad. Como se describe en este documento, los vectores de expresión que pueden 
usarse incluyen, aunque sin limitación, los siguientes vectores o sus derivados: virus humanos o animales tales 
como virus vaccinia o adenovirus; virus de insecto tales como baculovirus; vectores de levadura; vectores 
bacteriófagos (por ejemplo, lambda), y vectores de ADN plasmídicos y cósmidos, por nombrar unos pocos. 20 
 
Un "vector" se refiere a cualquier vehículo para la clonación de y/o transferencia de un ácido nucleico en una célula 
hospedadora. Un vector puede ser un replicón al cual puede unirse otro segmento de ADN para conseguir la 
replicación del segmento unido. Un "replicón" se refiere a cualquier elemento genético (por ejemplo, plásmido, fago, 
cósmido, cromosoma, virus) que funciona como unidad autónoma de replicación de ADN in vivo, es decir, con 25 
capacidad de replicación bajo su propio control. El término "vector" incluye tanto vehículos viral como no virales para 
introducir el ácido nucleico en una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Puede usarse una gran cantidad de vectores 
conocidos en la técnica para manipular ácido nucleicos, incorporar elementos de respuesta y promotores en genes, 
etc. Los posibles vectores incluyen, por ejemplo, plásmidos o virus modificados incluyendo, por ejemplo 
bacteriófagos tales como derivados de lambda, o plásmidos tales como pBR322 o derivados del plásmido pUC, o el 30 
vector Bluescript. Otro ejemplo de vectores que son útiles en la invención es el sistema de producción UltraVector™ 
(Intrexon Corp., Blacksburg, VA) como se describe en el documento WO 2007/038276. Por ejemplo, la inserción de 
los fragmentos de ADN correspondientes a elementos de respuesta y promotores en un vector adecuado puede 
realizarse ligando los fragmentos apropiados de ADN en un vector elegido que tiene extremos cohesivos 
complementarios. Como alternativa, los extremos de las moléculas de ADN pueden modificarse enzimáticamente o 35 
puede producirse cualquier sitio ligando secuencias de nucleótidos (enlazadores) en los extremos del ADN. Dichos 
vectores pueden modificarse por ingeniería para que contengan genes marcadores de selección que proporcionan 
selección de células que ha incorporado el marcador en el genoma celular. Dichos marcadores permiten la 
identificación y/o selección de células hospedadoras que incorporar y expresan las proteínas codificadas por el 
marcador. 40 
 
Se han usado vectores virales, y particularmente vectores retrovirales, en una amplia diversidad de aplicaciones de 
suministro de genes en células, así como sujetos animales vivos. Los vectores virales que pueden usarse incluyen, 
aunque sin limitación, vectores de retrovirus, virus adeno-asociado, poxvirus, baculovirus, vaccinia, virus del herpes 
simple, Epstein-Barr, adenovirus, geminivirus, y caulimovirus. Los vectores no virales incluyen plásmidos, liposomas, 45 
lípidos cargados eléctricamente (citofectinas), complejos ADN-proteína, y biopolímeros. Además de un ácido 
nucleico, un vector también puede comprender una o más regiones reguladoras, y/o marcadores de selección útiles 
en la selección, medición, y control de los resultados de transferencia del ácido nucleico (transferencia a cuales de 
los tejidos, duración de expresión, etc.). 
 50 
El término "plásmido" se refiere a un elemento extra-cromosómico que porta a menudo un gen que no es parte del 
metabolismo central de la célula, y habitualmente en forma de moléculas circulares de ADN bicatenario. Dichos 
elementos pueden ser secuencias de replicación autónoma, secuencias de integración en el genoma, secuencias de 
fago o nucleótidos, ADN o ARN mono o bicatenario lineal, circular, o superenrollado, derivado de cualquier fuente, 
en que varias secuencias de nucleótidos se han unido o recombinado en una única construcción que es capaz de 55 
introducir un fragmento promotor y secuencia de ADN para un producto génico seleccionado junto con secuencia 
apropiada no traducida 3' en una célula. 
 
Un "vector de clonación" se refiere a un "replicón", que es una longitud unitaria de un ácido nucleico, preferiblemente 
ADN, que se replica secuencialmente y que comprende un origen de replicación, tal como un plásmido, fago o 60 
cósmido, al que puede unirse otro segmento de ácido nucleico para conseguir la replicación del segmento unido. Los 
vectores de clonación pueden tener capacidad de replicación en un tipo celular y de expresión en otro ("vector 
lanzadera"). Los vectores de clonación pueden comprender una o más secuencias que pueden usarse para la 
selección de células que comprenden el vector y/o uno o más sitios de clonación múltiple para la inserción de 
secuencias de interés. 65 
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El término "vector de expresión" se refiere a un vector, plásmido o vehículo diseñado para posibilitar la expresión de 
una secuencia insertada de ácido nucleico después de su transformación en el hospedador. El gen clonado, es 
decir, la secuencia insertada de ácido nucleico, habitualmente se coloca bajo el control de elementos de control tales 
como un promotor, un promotor mínimo, un potenciador, o similares. Las regiones de control del inicio o promotores, 
que son útiles para dirigir la expresión de un ácido nucleico en la célula hospedadora deseada son numerosos y 5 
familiares para los especialistas en la técnica. Puede usarse casi cualquier promotor capaz de dirigir la expresión de 
estos genes en un vector de expresión, incluyendo aunque sin limitación, promotores virales, promotores 
bacterianos, promotores animales, promotores de mamífero, promotores sintéticos, promotores constitutivos, 
promotores específicos de tejido, promotores relacionados con patogénesis o enfermedad, promotores específicos 
del desarrollo, promotores inducibles, promotores regulados por la luz; CYC1, HIS3, GAL1, GAL4, GAL10, ADH1, 10 
PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, TRPI, URA3, LEU2, ENO, TPI, promotores de fosfatasa alcalina (útiles para la 
expresión en Saccharomyces); promotor AOXI (útil para la expresión en Pichia); promotores de β-lactamasa, lac, 
ara, tet, trp, lPL, lPR, T7, tac, y trc (útiles para la expresión en Escherichia coli); del virus del mosaico de la coliflor 
35S regulado por la luz, específico de semillas, específico de polen, específico de ovario, mínimo de CMV 35S, virus 
del mosaico de la vena de la yuca (CsVMV), de proteína de unión a clorofila a/b, ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa, 15 
específico de brotes, específico de raíces, quitinasa, inducible por estrés, virus baciliforme del tungro del arroz, 
súper-promotor de plantas, de leucina aminopeptidasa de patata, de nitrato reductasa, manopina sintasa, nopalina 
sintasa, ubiquitina, proteína zeína, y promotores de antocianina (útiles para la expresión en células vegetales); 
promotores animales y de mamífero conocidos en la técnica incluyendo, aunque sin limitación, la región promotora 
temprana de SV40 (SV40e), el promotor contenido en la repetición terminal larga 3' (LTR) del virus del sarcoma de 20 
Rous (RSV), los promotores del E1A o promotor tardío principal (MLP) de genes de adenovirus (Ad), el promotor 
temprano de citomegalovirus (CMV), el promotor de la timidina quinasa (TK) del virus del herpes simple (HSV), un 
promotor IE1 de baculovirus, un promotor del factor de elongación 1 alfa (EF1), un promotor de fosfoglicerato 
quinasa (PGK), un promotor de ubiquitina (Ubc), un promotor de albúmina, las secuencias reguladoras del promotor 
de la metalotioneína-L de ratón y regiones de control transcripcional, los promotores ubicuos (HPRT, vimentina, α-25 
actina, tubulina y similares), los promotores de los filamentos intermedios (desmina, neurofilamentos, queratina, 
GFAP, y similares), los promotores de genes terapéuticos (de MDR, CFTR o tipo factor VIII, y similares), promotores 
relacionados con patogénesis o enfermedad, y promotores que muestran especificidad de tejido y se han utilizado 
en animales transgénicos, tales como la región de control del gen de la elastasa I que es activa en células acinares 
pancreáticas; región de control del gen de la insulina activa en células beta pancreáticas, región de control del gen 30 
de inmunoglobulina activa en células linfoides, región de control del virus del tumor mamario en ratón activa en 
células testiculares, de mama, linfoides y mastocitos; regiones de control del gen de la albúmina, Apo AI y Apo AII 
activas en hígado, región de control del gen de la alfa-fetoproteína activa en hígado, región de control del gen de la 
alfa 1-antitripsina activa en el hígado, región de control del gen de la beta-globina activa en células mieloides, región 
de control del gen de la proteína básica mielina activa en células oligodendrocitos en el cerebro, región de control del 35 
gen de la cadena-2 ligera de miosina activa en músculo esquelético, y región de control del gen de la hormona 
liberadora gonadotrópica activa en el hipotálamo, promotor de la piruvato quinasa, promotor de la villina, promotor de 
la proteína intestinal de unión a ácido graso, promotor de la α-actina de células de músculo liso, y similares. 
Además, estas secuencias de expresión pueden modificarse mediante la adición de potenciadores o secuencias 
reguladoras y similares. 40 
 
Los vectores pueden introducirse en las células hospedadoras deseadas por métodos conocidos en la técnica, por 
ejemplo, transfección, electroporación, microinyección, transducción, fusión celular, DEAE dextrano, precipitación 
con fosfato de calcio, lipofección (fusión de lisosomas), uso de una pistola génica, o un transportador de vector de 
ADN (véase, por ejemplo, Wu et al., J. Biol. Chem. 267:963 (1992); Wu et al., J. Biol. Chem. 263:14621 (1988); y 45 
Hartmut et al., solicitud de patente canadiense Nº 2.012.311). 
 
Un polinucleótido también puede introducirse in vivo por lipofección. Durante la pasada década ha ido creciendo el 
uso de liposomas para la encapsulación y transfección de ácidos nucleicos in vitro. Pueden usarse lípidos catiónicos 
sintéticos diseñados para limitar las dificultades y peligros encontrados con la transfección mediada por liposomas 50 
para preparar liposomas para la transfección in vivo de un gen que codifica un marcador (Felgner et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 84:7413 (1987); Mackey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8027 (1988); y Ulmer et al., Science 
259:1745 (1993)). El uso de lípidos catiónicos puede promover la encapsulación de ácidos nucleicos cargados 
negativamente, y también promover la fusión con membranas celulares cargadas negativamente (Felgner et al., 
Science 337:387 (1989)). Los compuestos y composiciones lipídicos particularmente útiles para la transferencia de 55 
ácidos nucleicos se describen en los documentos WO95/18863, WO96/17823 y U.S. 5.459.127. El uso de 
lipofección para introducir genes exógenos en los órganos específicos in vivo tiene ciertas ventajas prácticas. El 
direccionamiento molecular de liposomas a células específicas representa un área de beneficio. Está claro que el 
direccionamiento de la transfección a tipos celulares particulares se preferiría particularmente en un tejido con 
heterogeneidad celular, tal como páncreas, hígado, riñón, y cerebro. Los lípidos pueden acoplarse químicamente a 60 
otras moléculas con fines de direccionamiento (Mackey et al. 1988, supra). Los péptidos diana, por ejemplo, 
hormonas o neurotransmisores, y proteínas tales como anticuerpos, o moléculas no peptídicas podrían acoplarse a 
liposomas químicamente. 
 
Otras moléculas también son útiles para facilitar la transfección de un ácido nucleico in vivo, tal como un oligopéptido 65 
catiónico (por ejemplo, documento WO95/21931), péptidos derivados de proteínas de unión a ADN (por ejemplo, 
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documento WO96/25508), o un polímero catiónico (por ejemplo, documento WO95/21931). 
 
También es posible introducir un vector in vivo como plásmido de ADN desnudo (véanse las patentes de Estados 
Unidos Nº 5.693.622, 5.589.466 y 5.580.859). También pueden usarse enfoques de suministro de ADN mediado por 
receptor (Curiel et al., Hum. Gene Ther. 3:147 (1992); y Wu et al., J. Biol. Chem. 262:4429 (1987)). 5 
 
El término "transfección" se refiere a la captación de ARN o ADN exógeno o heterólogo por una célula. Una célula se 
ha "transfectado" por ARN o ADN exógeno o heterólogo cuando dicho ARN o ADN se ha introducido dentro de la 
célula. Una célula se ha "transformado" por ARN o ADN exógeno o heterólogo cuando el ARN o ADN transfectado 
realiza un cambio fenotípico. El ARN o ADN transformante puede integrarse (unirse covalentemente) en el ADN 10 
cromosómico que compone el genoma de la célula. 
 
"Transformación" se refiere a la transferencia de un fragmento de ácido nucleico en el genoma de un organismo 
hospedador, que provoca herencia genéticamente estable. Los organismos hospedadores que contienen los 
fragmentos transformados de ácido nucleico se mencionan como organismos "transgénicos" o "recombinantes" o 15 
"transformados". 
 
Además, el vector recombinante que comprende un polinucleótido como se describe en este documento puede 
incluir uno o más orígenes para la replicación en los hospedadores celulares en que se busca su amplificación o su 
expresión, marcadores o marcadores de selección. 20 
 
El término "marcador de selección" se refiere a un factor de identificación, habitualmente un gen de resistencia a 
antibiótico o agente químico, que es capaz de seleccionarse basado en efecto del gen marcador, es decir, 
resistencia a un antibiótico, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores 
fluorescentes, y similares, donde el efecto se usa para rastrear la herencia de un ácido nucleico de interés y/o para 25 
identificar una célula u organismo que ha heredado el ácido nucleico de interés. Ejemplos de genes marcadores de 
selección conocidos y usados en la técnica incluyen: genes que proporcionan resistencia a ampicilina, 
estreptomicina, gentamicina, kanamicina, higromicina, herbicida bialaphos, sulfonamida, y similares; y genes que se 
usan como marcadores fenotípicos, es decir, genes reguladores de antocianina, gen de isopentanil transferasa, y 
similares. 30 
 
El término "gen informador" se refiere a un ácido nucleico que codifica un factor de identificación que se puede 
identificar basándose en el efecto del gen informador, donde el efecto se usa para rastrear la herencia de un ácido 
nucleico de interés, para identificar una célula u organismo que ha heredado el ácido nucleico de interés, y/o para 
medir la inducción de expresión génica o transcripción. Ejemplos de genes informadores conocidos y usados en la 35 
técnica incluyen: luciferasa (Luc), proteína fluorescente verde (GFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), β-
galactosidasa (LacZ), β-glucuronidasa (Gus), y similares. Los genes marcadores de selección también pueden 
considerarse genes informadores. 
 
"Promotor" y "secuencia promotora" se usan de forma intercambiable y se refieren a una secuencia de ADN capaz 40 
de controlar la expresión de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante está 
localizada 3' a una secuencia promotora. Los promotores pueden obtenerse en su totalidad de un gen nativo, o 
pueden estar compuestos por diferentes elementos derivados de diferentes promotores encontrados en la 
naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN sintético. Los especialistas en la técnica entienden que 
diferentes promotores pueden dirigir la expresión de un gene en diferentes tejidos o tipos celulares, o en diferentes 45 
fases de desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales o fisiológicas. Los promotores que causan 
que un gen se exprese en la mayoría de tipos celulares la mayor parte del tiempo se mencionan comúnmente como 
"promotores constitutivos". Los promotores que causan que un gen se exprese en un tipo celular específico se 
mencionan comúnmente como "promotores específicos de célula" o "promotores específicos de tejido". Los 
promotores que causan que un gen se exprese en una fase específica de desarrollo o diferenciación celular se 50 
mencionan comúnmente como "promotores específicos del desarrollo" o "promotores específicos de diferenciación 
celular". Los promotores que se inducen y causan que un gen se exprese después de exposición o tratamiento de la 
célula con un agente, molécula biológica, agente químico, ligando, luz, o similares que induce a ese promotor se 
mencionan comúnmente como "promotores inducibles" o "promotores regulables". Se reconocerá adicionalmente 
que como en la mayoría de los casos los límites exactos de las secuencias reguladoras no se han definido 55 
completamente, fragmentos de ADN de diferentes longitudes pueden tener actividad promotora idéntica. 
 
La secuencia promotora está normalmente limitada en su extremo 3' por el sitio de inicio de la transcripción y se 
extiende cadena arriba (dirección 5') para incluir la cantidad mínima de bases o elementos necesarios para iniciar la 
transcripción a niveles detectable por encima de los de fondo. Dentro de la secuencia promotora se encontrará un 60 
sitio de inicio de la transcripción (convenientemente definido por ejemplo, por mapeo con nucleasa S1), así como 
dominios de unión a proteína (secuencias consenso) responsables de la unión de la ARN polimerasa. 
 
Una secuencia codificante está "bajo el control" de secuencias de control de la transcripción y la traducción en una 
célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante en ARNm, que después sufre corte y ayuste de 65 
trans-ARN (si la secuencia codificante contiene intrones) y se traduce en la proteína codificada por la secuencia 
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codificante. 
 
"Secuencias de control de la transcripción y la traducción" se refiere a secuencias reguladoras de ADN, tales como 
promotores, potenciadores, terminadores, y similares, que proporcionan la expresión de una secuencia codificante 
en una célula hospedadora. En células eucariotas, las señales de poliadenilación son secuencias de control. 5 
 
El término "elemento de respuesta" se refiere a uno o más elementos de ADN de acción en cis que confieren 
sensibilidad en un promotor mediada a través de la interacción con los dominios de unión a ADN de un factor de 
transcripción. Este elemento de ADN puede ser palindrómico (perfecto o imperfecto) en su secuencia o puede estar 
compuesto por motivos de secuencia o semi-sitios separados por una cantidad variable de nucleótidos. Los semi-10 
sitios pueden ser similares o idénticos y pueden estar dispuestos como repeticiones directas o invertidas o como un 
único semi-sitio o multímeros de semi-sitios adyacentes en tándem. El elemento de respuesta puede comprender un 
promotor mínimo aislado de diferentes organismos dependiendo de la naturaleza de la célula u organismo en que se 
incorporará el elemento de respuesta. El dominio de unión a ADN del factor de transcripción se une, en presencia o 
ausencia de un ligando, a la secuencia de ADN de un elemento de respuesta para iniciar o suprimir la transcripción 15 
de uno o más genes cadena abajo bajo la regulación de este elemento de respuesta. Ejemplos de secuencias de 
ADN para elementos de respuesta del receptor de ecdisona natural incluyen: RRGG/TTCANTGAC/ACYY (SEC ID 
Nº 9) (véase Cherbas et. al., Genes Dev. 5:120 (1991)); AGGTCAN(n)AGGTCA, donde N(n) puede ser uno o más 
nucleótidos espaciadores (SEC ID Nº 10) (véase D'Avino et al., Mol. Cell. Endocrinol. 113:1 (1995)); y 
GGGTTGAATGAATTT (SEC ID Nº 11) (véase Antoniewski et al., Mol. Cell Biol. 14:4465 (1994)). 20 
 
La expresión "unido de forma funcional" se refiere a la asociación de secuencias de ácido nucleico en un único 
fragmento de ácido nucleico de modo que la función de una esté afectada por la otra. Por ejemplo, un promotor está 
unido de forma funcional con una secuencia codificante cuando es capaz de afectar a la expresión de esa secuencia 
codificante (es decir, que la secuencia codificante está bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias 25 
codificantes pueden unirse de forma funcional a secuencias reguladoras en orientación con sentido o antisentido. 
 
El término "expresión" como se usa en este documento se refiere a la transcripción y acumulación estable de ARN 
con sentido (ARNm) o antisentido derivado de un ácido nucleico o polinucleótido. Expresión también puede hacer 
referencia a la traducción de ARNm en una proteína o polipéptido. 30 
 
Las expresiones "casete", "casete de expresión" y "casete de expresión génica" se refieren a un segmento de ADN 
que puede insertarse en un ácido nucleico o polinucleótido en sitios específicos de restricción o por recombinación 
homóloga. El segmento de ADN comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido de interés, y el casete y los 
sitios de restricción se diseñan para asegurar la inserción del casete en la fase de lectura apropiada para su 35 
transcripción y traducción. "Casete de transformación" se refiere a un vector específico que comprende un 
polinucleótido que codifica un polipéptido de interés y que tiene elementos además del polinucleótido que facilitan la 
transformación de una célula hospedadora particular. Los casetes, casetes de expresión, casetes de expresión 
génica y casetes de transformación de la invención también pueden comprender elementos que permiten la 
expresión potenciada de un polinucleótido que codifica un polipéptido de interés en una célula hospedadora. Estos 40 
elementos pueden incluir, aunque sin limitación: un promotor, un promotor mínimo, un potenciador, un elemento de 
respuesta, una secuencia terminadora, una secuencia de poliadenilación, y similares. 
 
Como se usa en este documento, la expresión "conmutador génico" se refiere a la combinación de un elemento de 
respuesta asociado con un promotor, y un sistema basado en factor de transcripción dependiente de ligando que, en 45 
presencia de uno o más ligandos, modula la expresión de un gen en que el elemento de respuesta y el promotor 
están incorporados. La expresión "un polinucleótido que codifica un conmutador génico" se refiere a la combinación 
de un elemento de respuesta asociado con un promotor, y un polinucleótido que codifica un sistema basado en 
factor de transcripción dependiente de ligando que, en presencia de uno o más ligandos, modula la expresión de un 
gen en que el elemento de respuesta y el promotor están incorporados. 50 
 
La expresión "basado en receptor de ecdisona", con respecto a un conmutador génico, se refiere a un conmutador 
génico que comprende al menos una parte funcional de un dominio de unión a ligando del receptor de ecdisona de 
origen natural o sintético y que regula la expresión génica en respuesta a un ligando que se une al dominio de unión 
a ligando del receptor de ecdisona. Ejemplos de sistemas sensibles a ecdisona se describen en las patentes de 55 
Estados Unidos Nº 7.091.038 y 6.258.603. En una realización, el sistema es el sistema terapéutico RheoSwitch® 
(RTS), que contiene dos proteínas de fusión, los dominios DEF de un receptor de ecdisona mutagenizado (EcR) 
fusionado con un dominio de unión a ADN Gal4 y los dominios EF de un RXR quimérico fusionado con un dominio 
de activación de la transcripción VP16, expresados bajo un promotor constitutivo como se ilustra en la en FIG. 1.  
 60 
Los términos "modular" y "modula" significan inducir, reducir o inhibir la expresión de ácido nucleico o génica, 
provocando la respectiva inducción, reducción o inhibición de la producción de proteína o polipéptido. 
 
Los polinucleótidos o vectores descritos en este documento pueden comprender adicionalmente al menos un 
promotor adecuado para dirigir la expresión de un gen en una célula hospedadora. 65 
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Los potenciadores que pueden usarse en este documento incluyen aunque sin limitación: un potenciador de SV40, 
un potenciador de citomegalovirus (CMV), un potenciador del factor de elongación 1 (EF1), potenciadores de 
levadura, potenciadores de genes virales, y similares. 
 
Las regiones de control de la terminación, es decir, el terminador o secuencias de poliadenilación, también pueden 5 
obtenerse de diversos genes nativos para los hospedadores preferidos. Opcionalmente, un sitio de terminación 
puede ser innecesario, sin embargo, es más preferido incluirlo. 
 
La región de control de la terminación puede estar compuesta o puede obtenerse a partir de una secuencia sintética, 
señal de poliadenilación sintética, una señal de poliadenilación tardía de SV40, una señal de poliadenilación de 10 
SV40, una señal de poliadenilación de hormona de crecimiento bovina (BGH), secuencias terminadoras virales, o 
similares. 
 
Las expresiones "secuencias no codificantes 3'" o "región no traducida 3' (UTR)" se refieren a secuencias de ADN 
localizadas cadena abajo (3') de una secuencia codificante y pueden comprender secuencias de reconocimiento de 15 
poliadenilación [poli(A)] y otras secuencias que codifican señales reguladoras capaces de afectar al procesamiento 
del ARNm o la expresión génica. La señal de poliadenilación se caracteriza habitualmente porque afecta a la adición 
de extensiones de ácido poliadenílico al extremo 3' del precursor de ARNm. 
 
"Región reguladora " se refiere a una secuencia de ácido nucleico que regula la expresión de una segunda 20 
secuencia de ácido nucleico. Una región reguladora puede incluir secuencias que son responsables de forma natural 
de expresar un ácido nucleico particular (una región homóloga) o pueden incluir secuencias de un origen diferente 
que son responsables de expresar diferentes proteínas o incluso proteínas sintéticas (una región heteróloga). En 
particular, las secuencias pueden ser secuencias de genes procariotas, eucariotas, o virales u obtenidas de 
secuencias que estimulan o reprimen la transcripción de un gen de un modo específico o no específico y de un 25 
modo inducible o no inducible. Las regiones reguladoras incluyen orígenes de replicación, sitios de corte y ayuste de 
ARN, promotores, potenciadores, secuencias de terminación de la transcripción, y secuencias señal que dirigen el 
polipéptido a las vías secretoras de la célula diana. 
 
Una región reguladora de una "fuente heteróloga" se refiere a una región reguladora que no está asociada de forma 30 
natural con el ácido nucleico expresado. Se incluyen entre las regiones reguladoras heterólogas las regiones 
reguladoras de una especie diferente, regiones reguladoras de un gen diferente, secuencias reguladoras híbridas, y 
secuencias reguladoras que no existen en la naturaleza, pero que las diseñan los especialistas en la técnica. 
 
"Transcrito de ARN" se refiere al producto resultante de la transcripción catalizada por la ARN polimerasa de una 35 
secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de ADN, se 
menciona como transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada de procesamiento post-
transcripcional del transcrito primario y se menciona como ARN maduro. "ARN mensajero (ARNm)" se refiere al ARN 
que no tiene intrones y que puede traducirse en proteína por la célula. "ADNc" se refiere a un ADN bicatenario que 
es complementario a y derivado de ARNm. ARN "con sentido" se refiere a un transcrito de ARN que incluye el 40 
ARNm y así puede traducirse en proteína por la célula. ARN "antisentido" se refiere a un transcrito de ARN que es 
complementario a todo o parte de un transcrito primario diana o ARNm y que bloquea la expresión de un gen diana. 
La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito génico específico, es 
decir, en la secuencia no codificante 5', secuencia no codificante 3', o la secuencia codificante. "ARN funcional" se 
refiere a ARN antisentido, ARN ribozima, u otro ARN que no se traduje pero tiene un efecto sobre los procesos 45 
celulares. 
 
"Polipéptido", "péptido" y "proteína" se usan de forma intercambiable y se refieren a un compuesto polimérico 
compuesto por restos de aminoácido unidos covalentemente. 
 50 
Un "polipéptido aislado", "péptido aislado" o "proteína aislada" se refieren a un polipéptido o proteína que está 
sustancialmente libre de aquellos compuestos que se encuentran normalmente asociados con el mismo en su 
estado natural (por ejemplo, otras proteínas o polipéptidos, ácidos nucleicos, carbohidratos, lípidos). "Aislado" no 
indica la exclusión de mezclas artificiales o sintéticas con otros compuestos, o la presencia de impurezas que no 
interfieren con la actividad biológica, y que pueden estar presentes, por ejemplo, debido a purificación incompleta, 55 
adición de estabilizadores, o composición en una preparación farmacéuticamente aceptable. 
 
Se entenderá que un "polipéptido mutante de sustitución" o un "mutante de sustitución" indica un polipéptido mutante 
que comprende una sustitución de al menos un amino de tipo silvestre o de origen natural con un aminoácido 
diferente respecto al polipéptido de tipo silvestre o de origen natural. Un polipéptido mutante de sustitución puede 60 
comprender solamente una sustitución de aminoácido de tipo silvestre o de origen natural y puede mencionarse 
como polipéptido "mutante puntual" o "mutante puntual sencillo". Como alternativa, un polipéptido mutante de 
sustitución puede comprender una sustitución de dos o más aminoácidos de tipo silvestre o de origen natural con 
dos o más aminoácidos respecto al polipéptido de tipo silvestre o de origen natural. De acuerdo con la invención, un 
polipéptido de dominio de unión a ligando de receptor nuclear Grupo H que comprende una mutación de sustitución 65 
comprende una sustitución de al menos un aminoácido de tipo silvestre o de origen natural con un aminoácido 
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diferente respecto al polipéptido de dominio de unión a ligando de receptor nuclear Grupo H de tipo silvestre o de 
origen natural. 
 
Cuando el polipéptido mutante de sustitución comprende una sustitución de dos o más aminoácidos de tipo silvestre 
o de origen natural, esta sustitución puede comprender cualquier cantidad equivalente de aminoácidos de tipo 5 
silvestre o de origen natural delecionados para la sustitución, es decir, 2 aminoácidos de tipo silvestre o de origen 
natural remplazados con 2 aminoácidos no de tipo silvestre o no de origen natural, o una cantidad no equivalente de 
aminoácidos de tipo silvestre delecionados para la sustitución, es decir, 2 aminoácidos de tipo silvestre remplazados 
con 1 aminoácido no de tipo silvestre (una mutación de sustitución+deleción), o 2 aminoácidos de tipo silvestre 
remplazados con 3 aminoácidos no de tipo silvestre (una mutación de sustitución+inserción). 10 
 
Los mutantes de sustitución pueden describirse usando un sistema de nomenclatura abreviado para indicar el resto 
de aminoácido y número remplazado dentro de la secuencia polipeptídica de referencia y el nuevo resto de 
aminoácido sustituido. Por ejemplo, un mutante de sustitución en que el vigésimo (20º) resto de aminoácido de un 
polipéptido está sustituido puede abreviarse como "x20z", donde "x" es el aminoácido a remplazar, "20" es la 15 
posición o número del resto de aminoácido dentro del polipéptido, y "z" es el nuevo aminoácido sustituido. Por lo 
tanto, un mutante de sustitución abreviado de forma intercambiable como "E20A" o "Glu20Ala" indica que el mutante 
comprende un resto de alanina (comúnmente abreviado en la técnica como "A" o "Ala") en lugar del ácido glutámico 
(comúnmente abreviado en la técnica como "E" o "Glu") en la posición 20 del polipéptido. 
 20 
Una mutación de sustitución puede hacerse por cualquier técnica de mutagénesis conocida en la técnica, incluyendo 
aunque sin limitación, mutagénesis dirigida al sitio in vitro (Hutchinson et al., J. Biol. Chem. 253:6551 (1978); Zoller 
et al., DNA 3:479 (1984); Oliphant et al., Gene 44:177 (1986); Hutchinson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:710 
(1986)), uso de enlazadores TAB® (Pharmacia), digestión con endonucleasa de restricción/deleción y sustitución de 
fragmentos, mutagénesis mediada por PCR/ dirigida por oligonucleótido, y similares. Se prefieren técnicas basadas 25 
en PCR para mutagénesis dirigida al sitio (véase Higuchi, 1989, "Using PCR to Engineer DNA", en PCR Technology: 
Principles and Applications for DNA Amplification, H. Erlich, ed., Stockton Press, Capítulo 6, pág. 61-70). 
 
El término "fragmento", aplicado a un polipéptido, se refiere a un polipéptido cuya secuencia de aminoácidos es más 
corta que la del polipéptido de referencia y que comprende, sobre la parte completa con estos polipéptidos de 30 
referencia, una secuencia de aminoácidos idéntica. Dichos fragmentos puede, cuando sea apropiado, incluirse en un 
polipéptido más grande del cual son una parte. Dichos fragmentos de un polipéptido de acuerdo con la invención 
pueden tener una longitud de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 25, 26, 30, 35, 40, 
45, 50, 100, 200, 240, o 300 o más aminoácidos. 
 35 
Una "variante" de un polipéptido o proteína se refiere a cualquier análogo, fragmento, derivado, o mutante que se 
obtiene de un polipéptido o proteína y que retiene al menos una propiedad biológica del polipéptido o proteína. 
Pueden existir diferentes variantes del polipéptido o proteína en la naturaleza. Estas variantes pueden ser 
variaciones alélicas caracterizadas por diferentes en las secuencias de nucleótidos del gen estructural que codifica 
la proteína, o pueden implicar corte y ayuste diferencial o modificación post-traduccional. Los especialistas en la 40 
técnica pueden producir variantes que tienen una o múltiples sustituciones, deleciones, adiciones, o remplazos de 
aminoácido. Estas variantes pueden incluir, inter alia: (a) variantes en que uno o más restos de aminoácido están 
sustituidos con aminoácidos conservativos o no conservativos, (b) variantes en que uno o más aminoácidos están 
añadidos al polipéptido o proteína, (c) variantes en que uno o más de los aminoácidos incluye un grupo sustituyente, 
y (d) variantes en que el polipéptido o proteína está fusionado con otro polipéptido tal como albúmina sérica. Las 45 
técnicas para obtener estas variantes, incluyendo técnicas genéticas (supresiones, deleciones, mutaciones, etc.), 
químicas, y enzimáticas, son conocidas para los especialistas en la técnica. En una realización, un polipéptido 
variante comprende al menos aproximadamente 14 aminoácidos. 
 
El término "homología" se refiere al porcentaje de identidad entre dos restos de polinucleótido o dos de polipéptido. 50 
La correspondencia entre la secuencia de un resto con otro puede determinarse por técnicas conocidas en la 
técnica. Por ejemplo, la homología puede determinarse por comparación directa de la información de secuencia 
entre dos moléculas de polipéptido alineando la información de secuencia y usando programas informáticos 
fácilmente disponibles. Como alternativa, la homología puede determinarse por hibridación de polinucleótidos en 
condiciones que forman dúplex estables entre regiones homólogas, seguido de digestión con nucleasas específicas 55 
de una hebra y determinación del tamaño de los fragmentos digeridos. 
 
Como se usa en este documento, el término "homólogo" en todas sus formas gramaticales y variaciones ortográficas 
se refiere a la relación entre proteínas que tienen un "origen evolutivo común", incluyendo proteínas de superfamilias 
(por ejemplo, la superfamilia de inmunoglobulina) y proteínas homólogas de diferentes especies (por ejemplo, 60 
cadena ligera de miosina, etc.) (Reeck et al., Cell 50:667 (1987)). Dichas proteínas (y sus genes codificantes) tienen 
homología de secuencia, según refleja su elevado grado de similitud de secuencia. Sin embargo, en uso común y en 
la solicitud, el término "homólogo," cuando está modificado con un adverbio tal como "altamente", puede referirse a 
la similitud de secuencia y no a un origen evolutivo común. 
 65 
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Por consiguiente, la expresión "similitud de secuencia" en todas sus formas gramaticales se refiere al grado de 
identidad o correspondencia entre secuencias de ácidos nucleicos o aminoácidos de proteínas que pueden 
compartir o no un origen evolutivo común (véase Reeck et al., Cell 50:667 (1987)). Como se usa en este documento, 
dos secuencias de ADN son "sustancialmente homólogas" o "sustancialmente similares" cuando al menos 
aproximadamente el 50 % (por ejemplo, al menos aproximadamente el 75 %, 90 %, o 95 %) de los nucleótidos 5 
coinciden sobre la longitud definida de las secuencias de ADN. Las secuencias que son sustancialmente homólogas 
pueden identificarse comparando las secuencias usando software convencional disponible en bancos de datos de 
secuencias, o en un experimento de hibridación de Southern en, por ejemplo, condiciones rigurosas definidas para 
ese sistema particular. Definir las condiciones de hibridación apropiadas pertenece a las habilidades de la técnica 
(véase por ejemplo, Sambrook et al., 1989, supra). 10 
 
Como se usa en este documento, "sustancialmente similares" se refiere a fragmentos de ácido nucleico donde 
cambios en una o más bases nucleotídicas provoca la sustitución de uno o más aminoácidos, pero no afecta a las 
propiedades funcionales de la proteína codificada por la secuencia de ADN. "Sustancialmente similar" también se 
refiere a fragmentos de ácido nucleico donde cambios en una o más bases nucleotídicas no afectan a la capacidad 15 
del fragmento de ácido nucleico de mediar la alteración de la expresión génica por tecnología antisentido o co-
supresión. "Sustancialmente similar" también se refiere a modificaciones de los fragmentos de ácido nucleico de la 
invención tales como deleción o inserción de una o más bases nucleotídicas que no afectan sustancialmente a las 
propiedades funcionales del transcrito resultante. Por lo tanto se entiende que la invención abarca más de las 
secuencias ejemplares específicas. Cada una de las modificaciones propuestas pertenece a las habilidades de la 20 
técnica, como también la determinación de la retención de la actividad biológica de los productos codificados. 
 
Además, los especialistas en la técnica reconocen que las secuencias sustancialmente similares abarcadas por esta 
invención también se definen por su capacidad de hibridar, en condiciones rigurosas (SSC 0,1X, SDS al 0,1 %, 65 
ºC y lavado con SSC 2X, SDS al 0,1 % seguido de SSC 0,1X, SDS al 0,1 %), con las secuencias ejemplificadas en 25 
este documento. Los fragmentos de ácido nucleico sustancialmente similares son aquellos fragmentos de ácido 
nucleico cuyas secuencias de ADN son al menos aproximadamente un 70 %, 80 %, 90 % o 95 % idénticas a la 
secuencia de ADN de los fragmentos de ácido nucleico presentados en este documento. 
 
Dos secuencias de aminoácidos son "sustancialmente homólogas" o "sustancialmente similares" cuando más de 30 
aproximadamente el 40 % de los aminoácidos son idénticos, o más del 60 % son similares (funcionalmente 
idénticas). Preferiblemente, las secuencias similares u homólogas se identifican por alineación usando, por ejemplo, 
el programa de acumulación GCG (Genetics Computer Group, Program Manual for the GCG Package, Versión 7, 
Madison, Wisconsin). 
 35 
La expresión "correspondiente a" se usa en este documento para hacer referencia a secuencias similares u 
homólogas, independientemente de si la posición exacta es idéntica o diferente de la molécula con la cual se mide la 
similitud u homología. Una alineación de secuencia de ácido nucleico o aminoácidos puede incluir espacios. Por 
tanto, la expresión "correspondiente a" se refiere a la similitud de secuencia, y no a la numeración de los restos de 
aminoácido o bases nucleotídicas. 40 
 
Una "parte sustancial" de una secuencia de aminoácidos o nucleótidos comprende suficiente de la secuencia de 
aminoácidos de un polipéptido o la secuencia de nucleótidos de un gen para identificar de forma putativa ese 
polipéptido o gen, por evaluación manual de la secuencia por un especialista en la técnica, o por comparación de 
secuencia automatizada por ordenador e identificación usando algoritmos tales como BLAST (Basic Local Alignment 45 
Search Tool; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1993)); disponible en ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). En general, una 
secuencia de diez o más aminoácidos contiguos o treinta o más nucleótidos es necesaria para identificar de forma 
putativa un polipéptido o secuencia de ácido nucleico como homóloga a una proteína o gen conocido. Además, con 
respecto a secuencias de nucleótidos, pueden usarse sondas oligonucleotídicas específicas de gen que 
comprenden 20-30 nucleótidos contiguos en métodos dependientes de secuencia de identificación de genes (por 50 
ejemplo, hibridación de Southern) y aislamiento (por ejemplo, hibridación in situ de colonias bacterianas o placas de 
bacteriófago). Además, pueden usarse oligonucleótidos cortos de 12-15 bases como cebadores de amplificación en 
PCR para obtener un fragmento particular de ácido nucleico que comprenda los cebadores. Por consiguiente, una 
"parte sustancial" de una secuencia de nucleótidos comprende suficiente de la secuencia para identificar 
específicamente y/o aislar un fragmento de ácido nucleico que comprende la secuencia. 55 
 
La expresión "porcentaje de identidad", como se sabe en la técnica, es una relación entre dos o más secuencias 
polipeptídicas o dos o más secuencias polinucleotídicas, determinada por comparación de las secuencias. En la 
técnica, "identidad" también significa el grado de vinculación de secuencia entre secuencias polipeptídicas o 
polinucleotídicas, según pueda ser el caso, determinado por la coincidencia entre series de dichas secuencias. La 60 
"identidad" y la "similitud" pueden calcularse fácilmente por métodos conocidos, incluyendo aunque sin limitación los 
descritos en: Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., ed.) Oxford University Press, Nueva York (1988); 
Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Smith, D. W., ed.) Academic Press, Nueva York (1993); Computer 
Analysis of Sequence Data, Parte I (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds.) Humana Press, Nueva Jersey (1994); 
Sequence Analysis in Molecular Biology (von Heinje, G., ed.) Academic Press (1987); y Sequence Analysis Primer 65 
(Gribskov, M. y Devereux, J., eds.) Stockton Press, Nueva York (1991). Hay métodos preferidos para determinar la 
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identidad para dar la mejor coincidencia entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad 
y similitud están codificados en programas informáticos disponibles al público. Las alineaciones de secuencia y los 
cálculos de porcentaje de identidad pueden realizarse usando software de análisis de secuencia tales como el 
programa Megalign del grupo de cálculo bioinfomático LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, WI). Pueden 
realizarse múltiples alineaciones de las secuencias usando el método Clustal de alineación (Higgins et al., CABIOS. 5 
5:151 (1989)) con los parámetros por defecto (PENALIZACIÓN POR HUECO=10, PENALIZACIÓN POR LONGITUD 
DE HUECO=10). Pueden seleccionarse los parámetros por defecto para alineaciones por pares usando el método 
Clustal: KTUPLE 1, PENALIZACIÓN POR HUECO=3, VENTANA=5 y DIAGONALES SALVADAS=5. 
 
La expresión "software de análisis de secuencia" se refiere a cualquier algoritmo informático o programa de software 10 
que es útil para el análisis de secuencias de nucleótidos o aminoácidos. El "software de análisis de secuencia" 
puede estar disponible en el mercado o desarrollarse independientemente. Software de análisis de secuencia típicos 
incluyen, aunque sin limitación, el grupo GCG de programas (Wisconsin Package Versión 9.0, Genetics Computer 
Group (GCG), Madison, WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1990)), y DNASTAR 
(DNASTAR, Inc. 1228 S. Park St. Madison, WI 53715 EEUU). Dentro del contexto de esta solicitud se entenderá que 15 
cuando el software de análisis de secuencia se usa para el análisis, los resultados del análisis se basarán en los 
"valores por defecto" del programa referenciado, salvo que se indique otra cosa. Como se usa en este documento 
"valores por defecto" significará cualquier conjunto de valores o parámetros que se cargaron originalmente con el 
software cuando se inició por primera vez. 
 20 
"Químicamente sintetizado", referido a una secuencia de ADN, significa que los nucleótidos componentes se 
ensamblan in vitro. La síntesis química manual de ADN puede conseguirse usando procedimientos bien 
establecidos, o puede realizarse síntesis química automatizada usando una de varias máquinas disponibles en el 
mercado. Por consiguiente, los genes pueden adaptarse para expresión génica óptima basándose en la optimización 
de secuencia de nucleótidos para reflejar la desviación de codones de la célula hospedadora. Los especialistas en la 25 
técnica aprecian la probabilidad de la expresión génica satisfactoria si el uso de codones está desviado hacia 
aquellos codones favorecidos por el hospedador. La determinación de codones preferidos puede basarse en informe 
de genes derivados de la célula hospedadora donde está disponible la información de secuencia. 
 
Como se usa en este documento, se dice que dos o más sistemas de regulación génica individualmente funcionales 30 
son "ortogonales" cuando: a) la modulación de cada uno de los sistemas dados por su ligando respectivo, a una 
concentración elegida, provoca un cambio medible en la magnitud de la expresión del gen de ese sistema, y b) el 
cambio es significativamente diferente estadísticamente del cambio en la expresión de todos los demás sistemas 
simultáneamente funcionales en la célula, tejido, u organismo, independientemente de la simultaneidad o 
secuencialmente de la modulación real. Preferiblemente, la modulación de cada sistema de regulación génica 35 
individualmente funcional realiza un cambio en la expresión génica a menos 2 veces mayor que todos los demás 
sistemas funcionales en la célula, tejido, u organismo, por ejemplo, al menos 5 veces, 10 veces, 100 veces, o 500 
veces mayor. De forma ideal, la modulación de cada uno de los sistemas dados por su respectivo ligando a una 
concentración elegida provoca un cambio medible en la magnitud de la expresión del gen de ese sistema y ausencia 
de cambio medible en la expresión de todos los demás sistemas funcionales en la célula, tejido, u organismo. En 40 
dichos casos, se dice que el sistema de regulación génica inducible múltiple es "completamente ortogonal". Se 
describen ligandos ortogonales útiles y sistemas de expresión génica basados en receptor ortogonal en el 
documento US 2002/0110861 A. 
 
La expresión "gen exógeno" significa un gen foráneo al sujeto, es decir, un gen que se introduce en el sujeto a 45 
través de un proceso de transformación, una versión no mutada de un gen mutado endógeno o una versión mutada 
de un gen no mutado endógeno. El método de transformación no es crítico para esta invención y puede ser 
cualquier método adecuado para el sujeto conocido por los especialistas en la técnica. Los genes exógenos pueden 
ser genes naturales o sintéticos que se introducen en el sujeto en forma de ADN o ARN que pueden funcionar a 
través de un intermedio de ADN tal como por transcriptasa inversa. Dichos genes pueden introducirse en células 50 
diana, introducirse directamente en el sujeto, o introducirse indirectamente mediante la transferencia de células 
transformadas al sujeto. 
 
La expresión "producto terapéutico" se refiere a un polipéptido terapéutico o polinucleótido terapéutico que confiere 
una función beneficiosa a la célula hospedadora en la que se expresa dicho producto. Los polipéptidos terapéuticos 55 
pueden incluir, sin limitación, péptidos tan pequeños como de tres aminoácidos de longitud, proteínas de cadena 
sencilla o múltiple, y proteínas de fusión. Los polinucleótidos terapéuticos pueden incluir, sin limitación, 
oligonucleótidos antisentido, ARN pequeños de interferencia, ribozimas, y secuencias guía externas de ARN. El 
producto terapéutico puede comprender una secuencia de origen natural, una secuencia sintética o una combinación 
de secuencias naturales y sintéticas. 60 
 
La expresión "complejo receptor de ecdisona" generalmente se refiere a un complejo de proteína heterodimérica que 
tiene al menos dos miembros de la familia de receptores nucleares, receptor de ecdisona ("EcR") y proteínas 
ultraespiráculo ("USP") (véase Yao et al., Nature 366:476 (1993)); Yao et al., Cell 71:63 (1992)). El complejo EcR 
funcional puede también incluir una o más proteínas adicionales tales como inmunofilinas. Miembros adicionales de 65 
la familia de receptores nucleares de proteínas, conocidos como factores de transcripción (tales como DHR38, 
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betaFTZ-1 u otros homólogos de insecto), también pueden ser compañeros dependientes o independientes de 
ligando para EcR y/o USP. El complejo EcR también puede ser un heterodímero de proteína EcR y el homólogo de 
vertebrado de proteína ultraespiráculo, proteína receptor X de ácido retinoico ("RXR") o una quimera de USP y RXR. 
La expresión complejo EcR también abarca complejos homodiméricos de la proteína EcR o USP. 
 5 
Un complejo EcR puede activarse por un ecdisteroide activo o ligando no esteroideo unido a una de las proteínas del 
complejo, inclusive de EcR, pero sin excluir otras proteínas del complejo. Como se usa en este documento, el 
término "ligando", aplicado a conmutadores génicos basados en EcR, describe moléculas pequeñas y solubles que 
tienen la capacidad de activar un conmutador génico para estimular la expresión de un polipéptido codificado en el 
mismo. Ejemplos de ligandos incluyen, sin limitación, un ecdisteroide, tal como ecdisona, 20-hidroxiecdisona, 10 
ponasterona A, muristerona A, y similares, ácido 9-cis-retinoico, análogos sintéticos de ácido retinoico, N,N'-
diacilhidrazinas tales como las descritas en las patentes de Estados Unidos Nº 6.013.836; 5.117.057; 5.530.028; y 
5.378.726 y las solicitud publicadas de Estados Unidos Nº 2005/0209283 y 2006/0020146; oxadiazolinas como las 
descritas en la solicitud publicada de Estados Unidos Nº 2004/0171651; dibenzoilalquil cianohidrazinas tales como 
las descritas en la solicitud europea Nº 461.809; N-alquil-N,N'-diaroilhidrazinas tales como las descritas en la patente 15 
de Estados Unidos Nº 5.225.443; N-acil-N-alquilcarbonilhidrazinas tales como las descritas en la solicitud europea 
Nº 234.994; N-aroil-N-alquil-N'-aroilhidrazinas tales como las descritas en la patente de Estados Unidos Nº 
4.985.461; amidocetonas tales como las descritas en la solicitud publicada de Estados Unidos Nº 2004/0049037; y 
otros materiales similares incluyendo 3,5-di-terc-butil-4-hidroxi-N-isobutil-benzamida, 8-O-acetilharpágido, 
oxiesteroles, 22(R) hidroxicolesterol, 24(S) hidroxicolesterol, 25-epoxicolesterol, T0901317, 5-alfa-6-alfa-20 
epoxicolesterol-3-sulfato (ECHS), 7-cetocolesterol-3-sulfato, farnesol, ácidos biliares, ésteres de 1,1-bifosfonato, 
hormona juvenil III, y similares. Ejemplos de ligandos diacilhidrazina útiles en la invención incluyen RG-115819 (N-
(1-etil-2,2-dimetil-propil)-N'-(2-metil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del ácido 3,5-dimetil-benzoico), RG-115932 (N-(1-
terc-butil-butil)-N'-(2-etil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del ácido (R)-3,5-dimetil-benzoico), y RG-115830 (N-(1-terc-butil-
butil)-N'-(2-etil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del ácido 3,5-dimetil-benzoico). Véase la solicitud de Estados Unidos 25 
12/155.111, presentada el 29 de mayo de 2008, y el documento PCT/US2008/006757 presentado el 29 de mayo de 
2008, para diacilhidrazinas adicionales que son útiles en la práctica de la invención. 
 
El complejo EcR incluye proteínas que son miembros de la superfamilia de receptores nucleares donde todos los 
miembros se caracterizan por la presencia de un dominio de transactivación ("TA") amino-terminal, un dominio de 30 
unión a ADN ("DBD"), y un dominio de unión a ligando ("LBD") separados por una región bisagra. Algunos miembros 
de la familia también pueden tener otro dominio de transactivación en el extremo carboxi-terminal del LBD. El DBD 
se caracteriza por la presencia de dos dedos de zinc de cisteína entre los que hay dos motivos de aminoácido, la 
caja P y la caja D, que confieren especificidad por elementos de respuesta a ecdisona. Estos dominios pueden ser 
nativos, modificados, o quimeras de diferentes dominios de proteínas receptoras heterólogas. 35 
 
Las secuencias de ADN que componen el gen exógeno, el elemento de respuesta, y el complejo EcR pueden 
incorporarse en arqueobacterias, células procariotas tales como Escherichia coli, Bacillus subtilis, u otras 
enterobacterias, o células eucariotas tales como células vegetales o animales. Sin embargo, como muchas de las 
proteínas expresadas por el gen se procesan incorrectamente en bacterias, se prefieren células eucariotas. Las 40 
células pueden estar en forma de células individuales u organismos multicelulares. Las secuencias de nucleótidos 
para el gen exógeno, el elemento de respuesta, y el complejo receptor también pueden incorporarse como 
moléculas de ARN, preferiblemente en forma de ARN virales funcionales tales como virus del mosaico del tabaco. 
De las células eucariotas, se prefieren células de vertebrado porque carecen de forma natural de las moléculas que 
confieren respuestas a los ligandos de esta invención para el EcR. Como resultado, son "sustancialmente 45 
insensibles" a los ligandos de esta invención. Por tanto, los ligandos útiles en esta invención tendrán efectos 
fisiológicos y otros efectos despreciables sobre las células transformadas, o el organismo completo. Por lo tanto, las 
células pueden crecer y expresar el producto deseado, sustancialmente sin verse afectadas por la presencia del 
propio ligando. 
 50 
Los ligandos de EcR, cuando se usan con el complejo EcR que a su vez se une al elemento de respuesta unido a un 
gen exógeno (por ejemplo, IL-12), proporciona el medio para la regulación temporal externa de la expresión del gen 
exógeno. El orden en que los diversos componentes se unen entre sí, es decir, ligando a complejo receptor y 
complejo receptor a elemento de respuesta, no es crítico. Normalmente, la modulación de la expresión del gen 
exógeno es en respuesta a la unión del complejo EcR a un elemento de ADN regulador o de control específico. La 55 
proteína EcR, como otros miembros de la familia de receptores nucleares, posee al menos tres dominios, un dominio 
de transactivación, un dominio de unión a ADN, y un dominio de unión a ligando. Este receptor, como un 
subconjunto de la familia de receptores nucleares, también posee regiones peor definidas responsables de las 
propiedades de heterodimerización. La unión del ligando al dominio de unión a ligando de la proteína EcR, después 
de la heterodimerización con la proteína USP o RXR, posibilita que los dominios de unión a ADN de las proteínas 60 
heterodiméricas se unen al elemento de respuesta en una forma activada, provocando de este modo la expresión o 
supresión del gen exógeno. Este mecanismo no excluye el potencial del ligando de unirse a EcR o USP, y la 
formación resultante de complejos homodiméricos activos (por ejemplo, EcR+EcR o USP+USP). Uno o más de los 
dominios receptores puede variarse produciendo un conmutador génico quimérico. Normalmente, uno o más de los 
tres dominios puede elegirse entre una fuente diferente de la fuente de los otros dominios de modo que el receptor 65 
quimérico esté optimizado en la célula hospedadora u organismo elegido para la actividad de transactivación, unión 
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complementaria del ligando, y reconocimiento de un elemento de respuesta específico. Además, el propio elemento 
de respuesta puede modificarse o sustituirse con elementos de respuesta por otros dominios de proteína de unión a 
ADN tales como la proteína GAL-4 de levadura (véase Sadowski et al., Nature 335:563 (1988) o la proteína LexA de 
E. coli (véase Brent et al., Cell 43:729 (1985)) para acomodar complejos EcR quiméricos. Otra ventaja de los 
sistemas quiméricos es que permiten la elección de un promotor usado para dirigir el gen exógeno de acuerdo con 5 
un resultado final deseado. Dicho doble control puede ser particularmente importante en áreas de terapia génica, 
especialmente cuando se producen proteínas citotóxicas, porque puede controlarse tanto de la cronología de 
expresión así como de las células donde sucede la expresión. Cuando se introducen genes exógenos, unidos de 
forma funcional a un promotor adecuado, en las células del sujeto, se controla la expresión de los genes exógenos 
mediante la presencia del ligando de esta invención. Los promotores pueden regularse de forma constitutiva o 10 
inducible o pueden ser específicos de tejido (es decir, se expresan solamente en un tipo particular de célula) o 
específicos para ciertas fases de desarrollo del organismo. 
 
Son bien conocidas en la técnica numerosas secuencias de ácido nucleico genómicas y de ADNc que codifican una 
diversidad de polipéptidos, tales como factores de transcripción y proteínas informadoras. Los especialistas en la 15 
técnica tienen acceso a la información de secuencia de ácido nucleico para casi todos los genes conocidos y pueden 
obtener la molécula de ácido nucleico directamente de un depósito público, la institución que publicó la secuencia, o 
emplear métodos rutinarios para preparar la molécula. Véase por ejemplo la descripción de los números de acceso 
de secuencia, infra. 
 20 
El conmutador génico puede ser cualquier sistema conmutador génico que regule la expresión génica mediante la 
adición o retirada de un ligando específico. En una realización, el conmutador génico es uno en que el nivel de 
expresión génica depende del nivel de ligando que está presente. Ejemplos de factores de transcripción 
dependientes de ligando que pueden usarse en conmutadores génicos incluyen, miembros de la superfamilia de 
receptores nucleares activados por sus respecticos ligandos (por ejemplo, glucocorticoides, estrógenos, progestina, 25 
retinoides, ecdisona, y análogos y miméticos de los mismos) y rTTA activado por tetraciclina. En un aspecto de la 
invención, el conmutador génico es un conmutador génico basado en EcR. Ejemplos de dichos sistemas incluyen, 
sin limitación, los sistemas descritos en las patentes de Estados Unidos Nº 6.258.603, 7.045.315, solicitudes de 
patente publicada de Estados Unidos Nº 2006/0014711, 2007/0161086, y solicitud publicada internacional Nº WO 
01/70816. Ejemplos de sistemas quiméricos de receptor de ecdisona se describen en la patente de Estados Unidos 30 
Nº 7.091.038, las solicitudes de patente publicada de Estados Unidos Nº 2002/0110861, 2004/0033600, 
2004/0096942, 2005/0266457, y 2006/0100416, y las solicitudes publicadas internacionales Nº WO 01/70816, WO 
02/066612, WO 02/066613, WO 02/066614, WO 02/066615, WO 02/29075, y WO 2005/108617. Un ejemplo de un 
sistema regulado por agonista de ecdisona no esteroideo es el sistema de expresión inducible en mamífero 
RheoSwitch® (New England Biolabs, Ipswich, MA). 35 
 
Como se describe en este documento, un polinucleótido que codifica el conmutador génico comprende una única 
secuencia de factor de transcripción que codifica un factor de transcripción dependiente de ligando bajo el control de 
un promotor. La secuencia de factor de transcripción puede codificar un factor de transcripción dependiente de 
ligando que es un factor de transcripción de origen natural o artificial. Un factor de transcripción artificial es uno en 40 
que la secuencia natural del factor de transcripción se ha alterado, por ejemplo, por mutación de la secuencia o por 
combinación de dominios de diferentes factores de transcripción. En una realización, el factor de transcripción 
comprende un dominio de unión a ligando del receptor nuclear de Grupo H (LBD). En una realización, el LBD del 
receptor nuclear de Grupo H es de un EcR, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un NER-1, un receptor 
nuclear de hormonas esteroides 1, un receptor X retinoide que interacciona con proteína-15, un receptor X hepático 45 
β, una proteína tipo receptor de hormonas esteroides, un receptor X hepático, un receptor X hepático α, un receptor 
X farnesoide, una proteína de interacción con receptor 14, o un receptor de farnesol. En otra realización, el LBD del 
receptor nuclear de Grupo H es de un receptor de ecdisona. 
 
El EcR y los otros receptores nucleares de Grupo H son miembros de la superfamilia de receptores nucleares donde 50 
todos los miembros se caracterizan generalmente por la presencia de un dominio de transactivación (TD) amino-
terminal, un dominio de unión a ADN (DBD), y un LBD separado del DBD por una región bisagra. Como se usa en 
este documento, la expresión "dominio de unión a ADN" comprende una secuencia polipeptídica mínima de una 
proteína de unión a ADN, hasta la longitud completa de una proteína de unión a ADN, siembre que el dominio de 
unión a ADN funcione asociándose con un elemento de respuesta particular. Los miembros de la superfamilia de 55 
receptores nucleares también se caracterizan por la presencia de cuatro o cinco dominios: A/B, C, D, E, y en 
algunos miembros F (véase el documento US 4.981.784 y Evans, Science 240:889 (1988)). El dominio "A/B" 
corresponde al dominio de transactivación, "C" corresponde al dominio de unión a ADN, "D" corresponde a la región 
bisagra, y "E" corresponde al dominio de unión a ligando. Algunos miembros de la familia también pueden tener otro 
dominio de transactivación en el extremo carboxi-terminal del LBD correspondiente a "F". 60 
 
El DBD se caracteriza por la presencia de dos dedos de zinc de cisteína entre los que hay dos motivos de 
aminoácido, la caja P y la caja D, que confieren especificidad por elementos de respuesta. Estos dominios pueden 
ser nativos, modificados, o quimeras de diferentes dominios de proteínas receptoras heterólogas. El EcR, como un 
subconjunto de la familia de receptores nucleares, también posee regiones peor definidas responsables de las 65 
propiedades de heterodimerización. Como los dominios de los receptores nucleares son de naturaleza modular, el 
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LBD, DBD, y TD pueden intercambiarse. 
 
En otra realización, el factor de transcripción comprende un TD, un DBD que reconoce un elemento de respuesta 
asociado con el gen exógeno cuya expresión se tiene que modular; y un LBD del receptor nuclear de Grupo H. En 
ciertas realizaciones, el LBD del receptor nuclear de Grupo H comprende una mutación de sustitución. 5 
 
En otras realizaciones, un polinucleótido que codifica el conmutador génico comprende una primera secuencia de 
factor de transcripción bajo el control de un primer promotor y una segunda secuencia de factor de transcripción bajo 
el control de un segundo promotor, donde las proteínas codificadas por dicha primera secuencia de factor de 
transcripción y dicha segunda secuencia de factor de transcripción interacciona para formar un complejo proteico 10 
que funciona como factor de transcripción dependiente de ligando, es decir, un conmutador génico basado en 
"conmutador dual" o "de dos híbridos". El primer y segundo promotores pueden ser iguales o diferentes. 
 
Un polinucleótido que codifica un conmutador génico también puede comprender una primera secuencia de factor de 
transcripción y una segunda secuencia de factor de transcripción bajo el control de un promotor, donde las proteínas 15 
codificadas por la primera secuencia de factor de transcripción y la segunda secuencia de factor de transcripción 
interacciona para formar un complejo proteico que funciona como factor de transcripción dependiente de ligando, es 
decir, un "conmutador génico sencillo". La primera secuencia de factor de transcripción y la segunda secuencia de 
factor de transcripción pueden estar conectadas por un sitio interno de entrada al ribosoma, por ejemplo, EMCV 
IRES. 20 
 
En una realización, la primera secuencia de factor de transcripción codifica un polipéptido que comprende un TD, un 
DBD que reconoce un elemento de respuesta asociado con el gen exógeno cuya expresión se tiene que modular; y 
un LBD del receptor nuclear de Grupo H, y la segunda secuencia de factor de transcripción codifica un factor de 
transcripción que comprende un LBD del receptor nuclear seleccionado entre un LBD de RXR de vertebrado, un 25 
LBD de RXR de invertebrado, un LBD de proteína ultraespiráculo, y un LBD quimérico que comprende dos 
fragmentos polipeptídicos, donde el primer fragmento polipeptídico es de un LBD de RXR de vertebrado, un LBD de 
RXR de invertebrado, o un LBD de proteína ultraespiráculo, y el segundo fragmento polipeptídico es de un diferente 
LBD de RXR de vertebrado, LBD de RXR de invertebrado, o LBD de proteína ultraespiráculo. 
 30 
En otra realización, el conmutador génico comprende una primera secuencia de factor de transcripción que codifica 
un primer polipéptido que comprende un LBD de receptor nuclear y un DBD que reconoce un elemento de respuesta 
asociado con el gen exógeno cuya expresión se tiene que modular, y una segunda secuencia de factor de 
transcripción que codifica un segundo polipéptido que comprende un TD y un LBD de receptor nuclear, donde uno 
de los LBD de receptor nuclear es un LBD del receptor nuclear de Grupo H. En una realización preferida, el primer 35 
polipéptido está sustancialmente libre de un TD y el segundo polipéptido está sustancialmente libre de un DBD. Para 
los propósitos de la invención, "sustancialmente libre" significa que la proteína en cuestión no contiene una 
secuencia suficiente del dominio en cuestión para proporcionar activación o actividad de unión. 
 
En otro aspecto de la invención, la primera secuencia de factor de transcripción codifica una proteína que 40 
comprende un compañero heterodimérico y un TD y la segunda secuencia de factor de transcripción codifica una 
proteína que comprende un DBD y un LBD. 
 
Cuando solamente un LBD de receptor nuclear es un LBD de Grupo H, el otro LBD de receptor nuclear puede ser de 
cualquier otro receptor nuclear que forme un dímero con el LBD de Grupo H. Por ejemplo, cuando el LBD del 45 
receptor nuclear de Grupo H es un LBD de EcR, el otro LBD de receptor nuclear "compañero" puede ser de un EcR, 
un RXR de vertebrado, un RXR de invertebrado, una proteína ultraespiráculo (USP), o un receptor nuclear quimérico 
que comprende al menos dos diferentes fragmentos polipeptídicos de LBD de receptor nuclear seleccionados entre 
un RXR de vertebrado, un RXR de invertebrado, y una USP (véase el documento WO 01/70816 A2, solicitud de 
patente internacional Nº PCT/US02/05235 y documento US 2004/0096942 A1. El dominio de unión a ligando de 50 
receptor nuclear "compañero" puede comprender adicionalmente una mutación de truncamiento, una mutación de 
deleción, una mutación de sustitución, u otra modificación. 
 
En una realización, el LBD de RXR de vertebrado es de un RXR de ser humano Homo sapiens, ratón Mus musculus, 
rata Rattus norvegicus, pollo Gallus gallus, cerdo Sus scrofa domestica, rana Xenopus laevis, pez cebra Danio rerio, 55 
tunicado Polyandrocarpa misakiensis, o medusa Tripedalia cysophora. 
 
En una realización, el dominio de unión a ligando de RXR de invertebrado es de un polipéptido ultraespiráculo de 
langosta Locusta migratoria ("LmUSP"), un homólogo 1 de RXR de garrapata dura Amblyomma americanum 
("AmaRXR1"), un homólogo 2 de RXR de garrapata dura Amblyomma americanum ("AmaRXR2"), un homólogo de 60 
RXR de cangrejo violinista Celuca pugilator ("CpRXR"), un homólogo de RXR de escarabajo Tenebrio molitor 
("TmRXR"), un homólogo de RXR de abeja melífera Apis mellifera ("AmRXR"), un homólogo de RXR de áfido Myzus 
persicae ("MpRXR"), o un homólogo de RXR no de dípteros/no de lepidópteros. 
 
En una realización, el LBD de RXR quimérico comprende al menos dos fragmentos polipeptídicos seleccionados 65 
entre un fragmento polipeptídico de RXR de especie vertebrada, una fragmento polipeptídico de RXR de especie 
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invertebrada, y un fragmento polipeptídico de homólogo de RXR de especie invertebrada no de dípteros/no de 
lepidópteros. Un dominio de unión a ligando de RXR quimérico para su uso en la invención puede comprender al 
menos dos fragmentos polipeptídicos de RXR de diferentes especies, o cuando las especies son iguales, los dos o 
más fragmentos polipeptídicos pueden ser de dos o más isoformas diferentes del fragmento polipeptídico de RXR de 
la especie. 5 
 
En una realización, el dominio de unión a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento polipeptídico 
de RXR de especie vertebrada y un fragmento polipeptídico de RXR de especie invertebrada. 
 
En otra realización, el dominio de unión a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento polipeptídico 10 
de RXR de especie vertebrada y un fragmento polipeptídico de homólogo de RXR de especie invertebrada no de 
dípteros/no de lepidópteros. 
 
El ligando, cuando se combina con el LBD del receptor o receptores nucleares, que a su vez están unidos al 
elemento de respuesta ligado al gen exógeno, proporciona regulación temporal externa de la expresión del gen 15 
exógeno. El mecanismo de unión o el orden en que los diversos componentes de esta invención se unen entre sí, es 
decir, por ejemplo, ligando a LBD, DBD a elemento de respuesta, TD a promotor, etc., no es crítico. 
 
En un ejemplo específico, la unión del ligando al LBD de un receptor nuclear de Grupo H y su compañero LBD de 
receptor nuclear posibilita la expresión del gen exógeno. Este mecanismo no excluye el potencial del ligando de 20 
unirse al receptor nuclear de Grupo H (GHNR) o su compañero, y la formación resultante de complejos 
homodiméricos activos (por ejemplo, GHNR + GHNR o compañero + compañero). Preferiblemente, uno o más de 
los dominios de receptor se varía produciendo un conmutador génico híbrido. Normalmente, uno o más de los tres 
dominios, DBD, LBD, y TD, pueden elegirse entre una fuente diferente a la fuente de los otros dominios de modo 
que los genes híbridos y las proteínas híbridas resultantes estén optimizados en la célula hospedadora u organismo 25 
elegido para la actividad de transactivación, unión complementaria del ligando, y reconocimiento de un elemento de 
respuesta específico. Además, el propio elemento de respuesta puede modificarse o sustituirse con elementos de 
respuestas por otros dominios de proteína de unión a ADN tales como la proteína GAL-4 de levadura (véase 
Sadowski et al., Nature 335:563 (1988)) o la proteína LexA de Escherichia coli (véase Brent et al., Cell 43:729 
(1985)), o elementos de respuesta sintéticos específicos para interacciones diana con proteínas diseñadas, 30 
modificadas, y seleccionadas para dichas interacciones específicas (véase, por ejemplo, Kim et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 94:3616 (1997)) para acomodar receptores híbridos. 
 
El complejo EcR funcional también puede incluir una o más proteínas adicionales tales como inmunofilinas. 
Miembros adicionales de la familia de receptores nucleares de proteínas, conocidos como factores de transcripción 35 
(tales como DHR38 o betaFTZ-1), también pueden ser compañeros dependientes o independientes de ligando para 
EcR, USP, y/o RXR. Además, pueden requerirse otros cofactores tales como proteínas generalmente conocidas 
como coactivadores (también llamados adaptadores o mediadores). Estas proteínas no se unen de forma específica 
de secuencia a ADN y no están implicadas en la transcripción basal. Pueden ejercer su efecto sobre la activación de 
transcripción a través de diversos mecanismos, incluyendo estimulación de la unión a ADN de activadores, 40 
afectando a la estructura de la cromatina, o mediando las interacciones del complejo de iniciación-activador. 
Ejemplos de dichos coactivadores incluyen RIP140, TIF1, RAP46/Bag-1, ARA70, SRC-1/NCoA-1, TIF2/GRIP/NCoA-
2, ACTR/AIB1/RAC3/pCIP así como la proteína de unión a elemento de respuesta B coactivador C promiscuo, 
CBP/p300 (para una revisión véase Glass et al., Curr. Opin. Cell Biol. 9:222 (1997)). Además, pueden requerirse 
cofactores proteicos generalmente conocidos como correpresores (también conocidos como represores, 45 
silenciadores, o mediadores de silenciación) para inhibir de forma eficaz la activación transcripcional en ausencia de 
ligando. Estos correpresores pueden interaccionar con el EcR sin ligando para silenciar la actividad en el elemento 
de respuesta. Evidencias actuales sugieren que la unión de ligando cambia la conformación del receptor, que 
provoca liberación del correpresor y reclutamiento de los coactivadores descritos anteriormente, suprimiendo de este 
modo la actividad de silenciamiento. Ejemplos de correpresores incluyen N-CoR y SMRT (para una revisión, véase 50 
Horwitz et al., Mol Endocrinol. 10:1167 (1996)). Estos cofactores pueden ser endógenos de la célula u organismo, o 
pueden añadirse de forma exógena como transgenes a expresar de un modo regulado o no regulado. 
 
El gen exógeno está unido de forma funcional a un promotor que comprende al menos un elemento de respuesta 
que se reconoce por el DBD del factor de transcripción dependiente de ligando codificado por el conmutador génico. 55 
En una realización, el promotor comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o más copias del elemento de respuesta. Los 
promotores que comprende los elementos de respuesta deseados pueden ser promotores de origen natural o 
promotores artificiales creados usando técnicas que son bien conocidas en la técnica, por ejemplo, uno o más 
elementos de respuesta unidos de forma funcional a un promotor mínimo. 
 60 
Para introducir los polinucleótidos en las células, puede usarse un vector. El vector puede ser, por ejemplo, un vector 
plasmídico o un vector viral de ARN o ADN mono o bicatenario. Dichos vectores pueden introducirse en células 
mediante técnicas bien conocidas para introducir ADN y ARN en células. Los vectores virales pueden ser de 
replicación competente o de replicación deficiente. En el último caso, la propagación viral generalmente sucederá en 
células hospedadoras complementarias. Como se usa en este documento, la expresión "célula hospedadora" u 65 
"hospedador" se usa para indicar una célula de la invención que alberga uno o más polinucleótidos de la invención.  
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Por tanto, como mínimo, los vectores deben incluir los polinucleótidos de la invención. Otros componentes del vector 
pueden incluir, aunque sin limitación, marcadores de selección, dominios de modificación de cromatina, promotores 
adicionales que dirigen la expresión de otros polipéptidos que también pueden estar presentes en el vector (por 
ejemplo, un polipéptido letal), sitios de integración genómica, sitios de recombinación, y ejes de inserción molecular. 
Los vectores pueden comprender cualquier cantidad de estos elementos adicionales, dentro o no dentro de los 5 
polinucleótidos, de modo que el vector pueda adaptarse a los objetivos específicos de los métodos terapéuticos 
deseados. 
 
Como se describe en este documento, los vectores que se introducen en las células comprenden adicionalmente un 
"gen marcador de selección" que, cuando se expresa, indica que la construcción de conmutador génico de la 10 
invención se ha integrado en el genoma de la célula hospedadora. De este modo, el gen de selección puede ser un 
marcador positivo para la integración en el genoma. Aunque no es crítico para los métodos de la invención, la 
presencia de un gen marcador de selección permite al facultativo seleccionar una población de células vivas donde 
la construcción de vector se ha integrado en el genoma de las células. Por tanto, ciertas realizaciones de la 
invención comprenden la selección de células donde el vector se ha integrado satisfactoriamente. Como se usa en 15 
este documento, el término "seleccionar" o variaciones del mismo, cuando se usan en relación a células, pretenden 
indicar métodos convencionales bien conocidos para elegir células con una composición genética específica o 
fenotipo. Los métodos típicos incluyen, aunque sin limitación, el cultivo de células en presencia de antibióticos, tales 
como G418, neomicina y ampicilina. Otros ejemplos de genes marcadores de selección incluyen, aunque sin 
limitación, genes que confieren resistencia a dihidrofolato reductasa, higromicina, o ácido micofenólico. Otros 20 
métodos de selección incluyen, aunque sin limitación, un gen marcador de selección que permite el uso de timidina 
quinasa, hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa o adenina fosforribosiltransferasa como agentes de selección. 
Las células que comprenden una construcción de vector que comprende un gen o genes de resistencia a antibiótico 
entonces serían capaces de tolerar el antibiótico en cultivo. Asimismo, las células que no comprenden una 
construcción de vector que comprende un gen o genes de resistencia a antibiótico no serían capaces de tolerar el 25 
antibiótico en cultivo. 
 
Como se usa en este documento, un "dominio de modificación de cromatina" (CMD) se refiere a secuencias de 
nucleótidos que interaccionan con una diversidad de proteínas asociadas con el mantenimiento y/o alteración la 
estructura de cromatina, tales como, aunque sin limitación, aislantes de ADN. Véase Ciavatta et al., Proc. Nat'l Acad. 30 
Sci. U.S.A., 103:9958 (2006). Ejemplos de CMD incluyen, aunque sin limitación, el aislante de β-globulina de pollo y 
el sitio hipersensible 4 de pollo (cHS4). El uso de diferentes secuencias CMD entre uno o más programas génicos 
(es decir, un promotor, secuencia codificante, y región reguladora 3'), por ejemplo, puede facilitar el uso de las 
secuencias de ADN de CMD diferenciales como "minibrazos de homología" en combinación con diversos 
microorganismos o tecnologías de recombinación in vitro para "intercambio" de programas génicos entre vectores 35 
lanzadera existentes multigénicas y monogénicas. Otros ejemplos de dominios de modificación de cromatina son 
conocidos en la técnica o pueden identificarse fácilmente. 
 
Vectores particulares para su uso con la invención son vectores de expresión que codifican proteínas o 
polinucleótidos. Generalmente, dichos vectores comprenden regiones de control de acción en cis eficaces para la 40 
expresión en un hospedador unidades de forma funcional al polinucleótido a expresar. Los factores apropiados de 
acción en trans se suministran por el hospedador, se suministra por un vector complementario o se suministran por 
el propio vector tras su introducción en el hospedador. 
 
Puede usarse una gran diversidad de vectores de expresión para expresar proteínas o polinucleótidos. Dichos 45 
vectores incluyen vectores cromosómicos, episómicos y derivados de virus, por ejemplo, vectores derivados de 
plásmidos bacterianos, de bacteriófagos, de episomas de levadura, de elementos cromosómicos de levadura, de 
virus tales como virus adeno-asociados, lentivirus, baculovirus, papovavirus, tales como SV40, virus vaccinia, 
adenovirus, poxvirus de aves de corral, virus de la pseudorrabia y retrovirus, y vectores derivados de combinaciones 
de los mismos, tales como los derivados de elementos genéticos plasmídicos y de bacteriófagos, tales como 50 
cósmidos y fagómidos. Todos pueden usarse para la expresión de acuerdo con este aspecto de la invención. 
Generalmente, puede usarse cualquier vector adecuado para mantener, propagar o expresar polinucleótidos o 
proteína en un hospedador para la expresión a este respecto. 
 
La secuencia polinucleotídica en el vector de expresión está unida de forma funcional a una o más secuencias 55 
apropiadas de control de la expresión incluyendo, por ejemplo, un promotor para dirigir la transcripción de ARNm. 
Promotores adicionales representativos incluyen, aunque sin limitación, promotores constitutivos y promotores 
específicos de tejido o inducibles. Ejemplos de promotores eucariotas constitutivos incluyen, aunque sin limitación, el 
promotor del gen de metalotioneína I de ratón (Hamer et al., J. Mol. Appl. Gen. 1:273 (1982)); el promotor TK de 
Herpes virus (McKnight, Cell 31:355 (1982)); el promotor temprano de SV40 (Benoist et al., Nature 290:304 (1981)); 60 
y el promotor del virus vaccinia. Ejemplos adicionales de los promotores que podrían usarse para dirigir la expresión 
de una proteína o polinucleótido incluyen, aunque sin limitación, promotores específicos de tejido y otros promotores 
endógenos para proteínas específicas, tales como el promotor de albúmina (hepatocitos), un promotor de proinsulina 
(células beta pancreáticas) y similares. En general, las construcciones de expresión contendrán sitios para la 
transcripción, inicio y terminación y, en la región transcrita, un sitio de unión al ribosoma para la traducción. La parte 65 
codificante de los transcritos maduros expresados por las construcciones puede incluir un AUG de inicio de la 
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traducción en el comienzo y un codón de terminación (UAA, UGA o UAG) posicionado apropiadamente al final del 
polipéptido a traducir. 
 
Además, las construcciones pueden contener elementos de control que regulan, y también generan expresión. 
Generalmente, dichas regiones funcionarán controlando la transcripción, tales como sitios de unión a represor y 5 
potenciadores, entre otros. 
 
Ejemplos de vectores eucariotas incluyen, aunque sin limitación, pW-LNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG 
disponibles en Stratagene; pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL disponibles en Amersham Pharmacia Biotech; y 
pCMVDsRed2-express, pIRES2-DsRed2, pDsRed2-Mito, y pCMV-EGFP disponibles en Clontech. Muchos otros 10 
vectores son bien conocidos y están disponibles en el mercado. 
 
Vectores particularmente útiles, que comprenden ejes de inserción molecular para una rápida inserción y retirada de 
elementos de programas génicos, se describen en la solicitud de patente publicada de Estados Unidos Nº 
2004/0185556, solicitud de patente de Estados Unidos Nº 11/233,246 y solicitudes publicadas internacionales Nº 15 
WO 2005/040336 y WO 2005/116231. Un ejemplo de dichos vectores es el sistema de producción UltraVector™ 
(Intrexon Corp., Blacksburg, VA), como se describe en el documento WO 2007/038276. Como se usa en este 
documento, un "programa génico" es una combinación de elementos genéticos que comprende un promotor (P), una 
secuencia de expresión (E) y una secuencia reguladora 3' (3), de modo que "PE3" es un programa génico. Los 
elementos dentro del programa génico pueden intercambiarse fácilmente entre ejes moleculares que flanquean cada 20 
uno de los elementos del programa génico. Un eje molecular, como se usa en este documento, se define como un 
polinucleótido que comprende al menos dos sitios de restricción no variables raros o infrecuentes dispuestos de un 
modo lineal. Como se describe en este documento, el eje molecular comprende al menos tres sitios de restricción no 
variables raros o infrecuentes dispuestos de un modo lineal. Normalmente un eje molecular cualquiera no incluiría un 
sitio de restricción raro o infrecuente de otro eje molecular cualquiera dentro del mismo programa génico. 25 
Secuencias afines de más de 6 nucleótidos sobre las cuales actúa una enzima de restricción dada se mencionan 
como sitios de restricción "raros". Hay, sin embargo, sitios de restricción de 6 pb que existen de forma más 
infrecuente que lo que se predeciría estadísticamente, y estos sitios y las endonucleasas que los escinden se 
mencionan como sitios de restricción "infrecuentes". Ejemplos de enzimas de restricción raras o infrecuentes 
incluyen, aunque sin limitación, AsiS I, Pac I, Sbf I, Fse I, Asc I, Mlu I, SnaB I, Not I, Sal I, Swa I, Rsr II, BSiW I, Sfo I, 30 
Sgr AI, AflIII, Pvu I, Ngo MIV, Ase I, Flp I, Pme I, Sda I, Sgf I, Srf I, y Sse8781 I. 
 
El vector también puede comprender sitios de restricción para una segunda clase de enzimas de restricción 
llamadas enzimas endonucleasas constitutivas (HE). Las enzimas HE tiene grandes sitios de restricción asimétricos 
(12-40 pares de bases), y sus sitios de restricción son de naturaleza infrecuente. Por ejemplo, la HE conocida como 35 
I-SceI tiene un sitio de restricción de 18 pb (5'TAGGGATAACAGGGTAAT3' (SEC ID Nº12)), de aparición prevista de 
solamente una vez cada 7x1010 pares de bases de secuencia aleatoria. Esta tasa de aparición es equivalente a 
solamente un sitio en un genoma que es 20 veces el tamaño de un genoma de mamífero. La naturaleza rara de los 
sitios HE aumenta enormemente la probabilidad de que un ingeniero genético pueda cortar un programa génico sin 
alterar la integridad del programa génico si se incluyeran sitios HE en localizaciones apropiadas en un plásmidos de 40 
vector de clonación. 
 
La selección de vectores y promotores apropiados para la expresión en una célula hospedadora es un procedimiento 
bien conocido, y las técnicas necesarias para la construcción de vectores y su introducción en el hospedador, así 
como su expresión en el hospedador son habilidades rutinarias en la técnica. 45 
 
La introducción de los polinucleótidos en las células puede ser una transfección transitoria, transfección estable, o 
puede ser una inserción específica de locus del vector. Las transfecciones transitorias y estables de los vectores en 
la célula hospedadora pueden realizarse por transfección con fosfato de calcio, transfección mediada por DEAE-
dextrano, transfección mediada por lípido catiónico, electroporación, transducción, infección, u otros métodos. 50 
Dichos métodos se describen en muchos manuales convencionales de laboratorio, tales como Davis et al., Basic 
Methods in Molecular Biology (1986); Keown et al., 1990, Methods Enzymol. 185: 527-37; Sambrook et al., 2001, 
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Tercera Edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y. Estos métodos 
de transfección estable provocan la inserción aleatoria del vector en el genoma de la célula. Además, el número de 
copias y orientación de los vectores también son, hablando generalmente, aleatorios. 55 
 
Como se describe en este documento, el vector se inserta en un sitio bio-neutro en el genoma. Un sitio bio-neutro es 
un sitio en el genoma donde la inserción de los polinucleótidos interfiero muy poco, si es que lo hace, con la función 
normal de la célula. Los sitios bio-neutros pueden analizarse usando bioinformática disponible. Muchos sitios bio-
neutros son conocidos en la técnica, por ejemplo, el locus equivalente ROSA. Otros sitios bio-neutros pueden 60 
identificarse usando técnicas rutinarias bien conocidas en la técnica. La caracterización del sitio o sitios genómicos 
se realiza usando métodos conocidos en la técnica. Para controlar la localización, número de copias y/u orientación 
de los polinucleótidos cuando se introduce el vector en las células, pueden usarse métodos de inserción específica 
de locus. Los métodos de inserción específica de locus son bien conocidos en la técnica e incluyen, aunque sin 
limitación, recombinación homóloga e inserción en genoma mediada por recombinase. Por supuesto, si tienen que 65 
usarse métodos de inserción específica de locus en los métodos de la invención, los vectores pueden comprender 
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elementos que ayudan a esa inserción específica de locus, tales como, aunque sin limitación, recombinación 
homóloga. Por ejemplo, los vectores pueden comprender uno, dos, tres, cuatro o más sitios de integración genómica 
(GIS). Como se usa en este documento, un "sitio de integración genómica" se define como una parte de la 
secuencia de vector cuya secuencia de nucleótidos es idéntica o casi idéntica a partes del genoma dentro de las 
células que permiten la inserción del vector en el genoma. En particular, el vector puede comprender dos sitios de 5 
inserción genómica que flanquean al menos los polinucleótidos. Por supuesto, los GIS pueden flanquear elementos 
adicionales, o incluso todos los elementos presentes en el vector. 
 
Como se describe en este documento, la inserción específica de locus puede realizarse por inserción génica 
específica de sitio de recombinasa. En resumen, las enzimas recombinasa bacterianas, tales como, aunque sin 10 
limitación, PhiC31 integrasa pueden actuar en "pseudo" sitios de recombinación dentro del genoma humano. Estos 
pseudo sitios de recombinación pueden ser dianas para la inserción específica de locus usando las recombinasas. 
La inserción génica específica de sitio de recombinasa se describe en Thyagarajan et al., Mol. Cell Biol. 21:3926 
(2001). Otros ejemplos de recombinasas y sus respectivos sitios que pueden usarse para inserción génica 
específica de sitio de recombinasa incluyen, aunque sin limitación, serina recombinasas tales como R4 y TP901-1 y 15 
recombinasas descritas en el documento WO 2006/083253. 
 
Como se describe en este documento, el vector puede comprender gen de quimio-resistencia, por ejemplo, el gen 
de resistencia a múltiples fármacos mdr1, dihidrofolato reductasa, u O6-alquilguanina-ADN alquiltransferasa. El gen 
de quimio-resistencia puede estar bajo el control de un promotor constitutivo (por ejemplo, CMV) o inducible (por 20 
ejemplo, RheoSwitch®). Si se desea tratar una enfermedad en un sujeto manteniendo al mismo tiempo las células 
modificadas dentro del sujeto, un médico puede aplicar un agente quimioterapéutico para destruir células enfermas 
mientras las células modificas estarían protegidas del agente debido a la expresión de un gen adecuado de quimio-
resistencia y puede continuar usándose para el tratamiento, mejora, o prevención de una enfermedad o trastorno. 
Colocando el gen de quimio-resistencia bajo un promotor inducible, puede evitarse la expresión innecesaria del gen 25 
de quimio-resistencia, aunque aún estará disponible en caso de ser necesario un tratamiento continuado. Si las 
células modificadas en sí mismas llegan a estar enfermas, aún podrían destruirse induciendo la expresión de un 
polipéptido letal como se describe a continuación. 
 
Los métodos descritos en este documento, se realizan introduciendo los polinucleótidos que codifican el conmutador 30 
génico y el gen exógeno en células de un sujeto. Puede usarse cualquier método conocido para introducir un 
polinucleótido en una célula conocido en la técnica, tal como los descritos anteriormente. 
 
Cuando los polinucleótidos tienen que introducirse en células ex vivo, las células pueden obtenerse de un sujeto 
mediante cualquier técnica conocida en la técnica incluyendo, aunque sin limitación, biopsias, raspado, y retirada de 35 
tejido quirúrgico. Las células aisladas pueden cultivarse durante una cantidad suficiente de tiempo para permitir que 
los polinucleótidos se introduzcan en las células, por ejemplo, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 36, 48 horas o más. Los 
métodos para cultivar células primarias durante cortos periodos de tiempo son bien conocidos en la técnica. Por 
ejemplo, las células pueden cultivarse en placas (por ejemplo, en placas de micropocillos) adheridas o en 
suspensión. 40 
 
Para métodos terapéuticos ex vivo, las células se aíslan de un sujeto y se cultivan en condiciones adecuadas para 
introducir los polinucleótidos en las células. Una vez se han introducido los polinucleótidos en las células, las células 
se incuban durante un periodo suficiente de tiempo para permitir que se exprese el factor de transcripción 
dependiente de ligando, por ejemplo, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 18, o 24 horas o más. En algún punto 45 
después de la introducción de los polinucleótidos en las células (antes o después de expresarse niveles 
significativos del factor de transcripción dependiente de ligando), las células se introducen de nuevo en el sujeto. La 
reintroducción puede realizarse por cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, infusión intravenosa o 
inyección directa en un tejido o cavidad. La presencia de los polinucleótidos en las células puede determinarse antes 
de introducirse de nuevo las células en el sujeto. Las células que contienen los polinucleótidos pueden seleccionarse 50 
(por ejemplo, basándose en la presencia de un marcador de selección en los polinucleótidos) y se vuelven a 
introducir en el sujeto solamente aquellas células que contienen los polinucleótidos. Después de reintroducir las 
células en el sujeto, se administra ligando al sujeto para inducir la expresión del polipéptido terapéutico o 
polinucleótido terapéutico. 
 55 
El ligando puede añadirse a las células incluso antes de reintroducir las células en el sujeto de modo que el 
polipéptido terapéutico o polinucleótido terapéutico se exprese antes de la reintroducción de las células. El ligando 
puede administrarse mediante cualquier método adecuado, sistémicamente (por ejemplo, vía oral, intravenosa) o 
localmente (por ejemplo, vía intraperitoneal, intratecal, intraventricular, o inyección directa en el tejido u órgano 
donde se reintrodujeron las células, por ejemplo, por vía intratumoral). La cronología óptima de administración de 60 
ligando puede determinarse para cada tipo de célula y enfermedad o trastorno usando solamente técnicas rutinarias. 
 
Los métodos terapéuticos in vivo descritos en este documento implican introducción directa in vivo de los 
polinucleótidos en las células del sujeto. Los polinucleótidos pueden introducirse en el sujeto sistémica o localmente 
(por ejemplo, en el sitio de la enfermedad o trastorno). Una vez se han introducido los polinucleótidos en el sujeto, el 65 
ligando puede administrarse para inducir la expresión del polipéptido terapéutico o polinucleótido terapéutico. El 
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ligando puede administrarse por cualquier método adecuado, sistémicamente (por ejemplo, por vía oral, intravenosa) 
o localmente (por ejemplo, por vía intraperitoneal, intratecal, intraventricular, o inyección directa en el tejido u órgano 
donde está sucediendo la enfermedad o trastorno, por ejemplo, por vía intratumoral). La cronología óptima de 
administración de ligando puede determinarse para cada tipo de célula y enfermedad o trastorno usando solamente 
técnicas rutinarias. 5 
 
Para uso in vivo use, los ligandos descritos en este documento pueden aceptarse en vehículos farmacéuticamente 
aceptables, tales como, por ejemplo, soluciones, suspensiones, comprimidos, cápsulas, pomadas, elixires, y 
composiciones inyectables. Las composiciones farmacéuticas pueden contener del 0,01 % al 99 % en peso del 
ligando. Las composiciones pueden ser formas de dosificación individual o múltiple. La cantidad de ligando en 10 
cualquier composición farmacéutica particular dependerá de la dosis eficaz, es decir, la dosis necesaria para 
provocar la expresión o supresión génica deseada. 
 
Vías adecuadas para administrar las preparaciones farmacéuticas incluyen oral, rectal, tópica (incluyendo dérmica, 
bucal y sublingual), vaginal, parenteral (incluyendo subcutánea, intramuscular, intravenosa, intradérmica, intratecal, 15 
intratumoral, y epidural) y por tubo naso-gástrico. Los especialistas en la técnica entenderán que la vía preferida de 
administración dependerá de la afección que se esté tratando y puede variar con factores tales como el estado del 
destinatario. 
 
Como se usa en este documento, el término "rAD.RheoIL12" se refiere a un vector de polinucleótido adenoviral que 20 
alberga el gen de IL-12 bajo el control de un conmutador génico del sistema terapéutico RheoSwitch® (RTS), que es 
capaz de producir proteína IL-12 en presencia de ligando activador. 
 
Como se usa en este documento, el término "IL-12p70" se refiere a proteína IL-12, que tiene de forma natural dos 
subunidades habitualmente mencionadas como p40 y p35. El término IL-12p70 abarca proteínas de fusión que 25 
comprenden las dos subunidades de IL-12 (p40 y p35), donde la proteína de fusión puede incluir aminoácidos 
enlazadores entre subunidades. 
 
Como se usa en este documento, la expresión "una proteína que tiene la función de IL-12" se refiere a una proteína 
que tiene al menos un 20 % (por ejemplo, al menos un 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 %, o 30 
100 %) de cualquier bioactividad de IL-12 humana. Las bioactividades de IL-12 son bien conocidas en la técnica e 
incluyen, sin limitación, diferenciación de células T vírgenes en células Th1, estimulación del crecimiento y función 
de células T, producción de interferón-gamma (IFN-γ) y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α) a partir de células T y 
citolíticas naturales (NK), reducción de supresión mediada por IL-4 de IFN-γ, potenciación de la actividad citotóxica 
de células NK y linfocitos T citotóxicos CD8+, estimulación de la expresión de IL-12R-J31 e IL-12R-P2, y actividad 35 
anti-angiogénica. La expresión "una proteína que tiene la función de IL-12" abarca mutantes de una secuencia de IL-
12 de tipo silvestre, donde la secuencia de tipo silvestre se ha alterado por una o más de adición, deleción, o 
sustitución de aminoácidos, así como proteínas no IL-12 que imitan una o más de las bioactividades de IL-12. 
 
Como se usa en este documento, el término "rAd.cIL12" se refiere a un vector de control de polinucleótido adenoviral 40 
que contiene el gen de IL-12 bajo el control de un promotor constitutivo. 
 
Como se usa en este documento, los términos "que activa" o "activar" se refieren a cualquier aumento medible en la 
actividad celular de un conmutador génico, que provoca la expresión de un gen de interés (por ejemplo, proteína IL-
12). 45 
 
Como se usa en este documento, los términos "que trata" o "tratamiento" de una enfermedad se refieren a ejecutar 
un protocolo, que puede incluir administrar uno o más fármacos o células modificadas por ingeniería in vitro a un 
mamífero (humano o no humano), en un esfuerzo por aliviar los signos o síntomas de la enfermedad. Por tanto, "que 
trata" o "tratamiento" no deben entenderse necesariamente que requieren alivio completo de los signos o síntomas, 50 
no requieren una cura, e incluyen específicamente protocolos que tienen solamente efecto marginal sobre el sujeto. 
 
Como se usa en este documento, "células inmunes" incluyen células dendríticas, macrófagos, neutrófilos, 
mastocitos, eosinófilos, basófilos, células citolíticas naturales y linfocitos (por ejemplo, células B y T). 
 55 
Como se usa en este documento, las expresiones "células dendríticas" y "DC" se usan de forma intercambiable. 
 
Como se usa en este documento, la expresión "células de soporte de terapia" (TSC) son células que pueden 
modificarse (por ejemplo, transfectarse) con el vector de la invención para suministrar la una o más proteínas que 
tienen la función de un inmunomodulador y, opcionalmente, una proteína que tiene la función de IL-12, a 60 
microentornos tumorales. Dichas TSC incluyen, aunque sin limitación, células madre, fibroblastos, células 
endoteliales y queratinocitos. 
 
Como se usa en este documento, las expresiones "células dendríticas modificadas por ingeniería in vitro" o 
"población modificada por ingeniería in vitro de células dendríticas" o "DC modificadas por ingeniería in vitro" o "una 65 
población de células dendríticas modificadas por ingeniería" o "DC que expresan IL-12" o "DC.RheoIL12" se refieren 
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a células dendríticas que expresan de forma condicional IL-12 bajo el control de un conmutador génico, que puede 
activarse por ligando activador. 
 
Como se usa en este documento, las expresiones "TSC modificadas por ingeniería in vitro" o "población modificada 
por ingeniería in vitro de TSC" o "una población de TSC modificadas por ingeniería" o "TSC que expresan un 5 
inmunomodulador" o "TSC que expresan IL-12" se refieren a células de soporte de terapia, por ejemplo, células 
madre, fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos, que expresan de forma condicional un inmunomodulador 
y/o IL-12 según pueda ser el caso bajo el control de un conmutador génico, que puede activarse por ligando 
activador. 
 10 
Como se usa en este documento, los términos "MOI" o "multiplicidad de infección" se refieren a la cantidad promedio 
de partículas adenovirales que infectan una única célula en un experimento específico (por ejemplo, adenovirus 
recombinante o adenovirus de control). 
 
Como se usa en este documento, el término "tumor" se refiere a todo crecimiento y proliferación de células benignas 15 
o malignas in vivo o in vitro, ya sean células y/o tejidos precancerosos o cancerosos. 
 
Ejemplos de cánceres que pueden tratarse de acuerdo con la invención incluyen cáncer de mama, cáncer de 
próstata, linfoma, cáncer de piel, cáncer pancreático, cáncer de colon, melanoma, melanoma maligno, cáncer de 
ovario, cáncer de cerebro, carcinoma primario de cerebro, cáncer de cabeza y cuello, glioma, glioblastoma, cáncer 20 
de hígado, cáncer de vejiga, cáncer pulmonar no microcítico, carcinoma de cabeza o cuello, carcinoma de mama, 
carcinoma de ovario, carcinoma pulmonar, carcinoma pulmonar microcítico, tumor de Wilms, carcinoma cervical, 
carcinoma testicular, carcinoma de vejiga, carcinoma pancreático, carcinoma de estómago, carcinoma de colon, 
carcinoma prostático, carcinoma genitourinario, carcinoma de tiroides, carcinoma esofágico, mieloma, mieloma 
múltiple, carcinoma adrenal, carcinoma de células renales, carcinoma de endometrio, carcinoma de la corteza 25 
adrenal, insulinoma pancreático maligno, carcinoma carcinoide maligno, coriocarcinoma, micosis fungoide, 
hipercalcemia maligna, hiperplasia cervical, leucemia, leucemia linfocítica aguda, leucemia linfocítica crónica, 
leucemia mielogénica aguda, leucemia mielogénica crónica, leucemia granulocítica crónica, leucemia granulocítica 
aguda, leucemia de células pilosas, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma de Kaposi, policitemia vera, 
trombocitosis esencial, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, sarcoma de tejido blando; sarcoma 30 
osteogénico, macroglobulinemia primaria, y retinoblastoma, y similares. 
 
La invención describe la modificación por ingeniería de DC para expresar de forma condicional una proteína que 
tiene la función de IL-12 y usos terapéuticos y/o aplicaciones para el tratamiento de cáncer o tumores o ambos. Las 
DC modificadas por ingeniería in vitro que expresan de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12 35 
son una mejora segura sobre la producción constitutiva de proteína IL-12. Además, la capacidad de controlar la 
cronología y nivel de expresión de IL-12 proporciona control mejorado de la eficacia del tratamiento. Por lo tanto, las 
DC modificadas por ingeniería in vitro pueden formularse en composiciones farmacéuticas como agentes 
terapéuticos para el tratamiento de un cáncer o un tumor en un organismo humano o no humano. Como alternativa, 
pueden usarse poblaciones modificadas por ingeniería in vitro de DC o subconjuntos de las mismas como vehículos 40 
para suministrar de forma condicional producción de proteína IL-12 a un área específica (tejido normal, cáncer, o 
tumor) en el cuerpo de un organismo humano o no humano. Las células dendríticas modificadas por ingeniería 
también pueden expresar de forma condicional IFN-alfa. Las células dendríticas utilizadas pueden ser células 
dendríticas autólogas o no autólogas. Las células dendríticas pueden aislarse de médula ósea o de la circulación de 
sangre periférica. En pacientes humanos, las poblaciones de células dendríticas pueden aislarse mediante un 45 
procedimiento de leucoféresis, donde se aísla y retira una fracción de glóbulos blancos y se vuelven a infundir otros 
componentes sanguíneos al paciente. 
 
Se describen en este documento métodos para modificar por ingeniería células inmunes diferentes a DC tales como 
macrófagos, neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, basófilos, células citolíticas naturales, y linfocitos (por ejemplo, 50 
células B y T) para expresar de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12 y usos terapéuticos y/o 
aplicaciones para el tratamiento de cáncer o tumores o ambos. Las células inmunes modificadas por ingeniería in 
vitro diferentes a DC, por ejemplo, macrófagos, neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, basófilos, células citolíticas 
naturales, y linfocitos (por ejemplo, células B y T) que expresan de forma condicional una proteína que tiene la 
función de IL-12 son una mejora segura sobre la producción constitutiva de proteína IL-12. Además, la capacidad de 55 
controlar la cronología y nivel de expresión de IL-12 proporciona un control mejorado de la eficacia del tratamiento. 
Por lo tanto, las células inmunes modificadas por ingeniería in vitro diferentes a DC, por ejemplo, macrófagos, 
neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, basófilos, células citolíticas naturales, y linfocitos (por ejemplo, células B y T) 
pueden formularse en composiciones farmacéuticas como agentes terapéuticos para el tratamiento de un cáncer o 
un tumor en un organismo humano o no humano. Como alternativa, las poblaciones modificadas por ingeniería in 60 
vitro de células inmunes diferentes a DC, por ejemplo, macrófagos, neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, basófilos, 
células citolíticas naturales, y linfocitos (por ejemplo, células B y T) o subconjuntos de las mismas pueden usarse 
como vehículos para suministrar de forma condicional producción de proteína IL-12 a un área específica (tejido 
normal, cáncer, o tumor) en el cuerpo de un organismo humano o no humano. Las células inmunes modificadas por 
ingeniería diferentes a DC, por ejemplo, macrófagos, neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, basófilos, células citolíticas 65 
naturales, y linfocitos (por ejemplo, células B y T) también pueden expresar de forma condicional IFN-alfa. Las 
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células inmunes utilizadas pueden ser células inmunes autólogas o no autólogas. Las células inmunes pueden 
aislarse de médula ósea o de la circulación de sangre periférica. En pacientes humanos, las poblaciones de células 
inmunes pueden aislarse mediante un procedimiento de leucoféresis, donde se aísla y retira una fracción de 
glóbulos blancos y se vuelven a infundir otros componentes sanguíneos al paciente. 
 5 
Como se describe en este documento, las células dendríticas pueden prepararse transfectando células madre 
hematopoyéticas humanas con un vector de la invención que expresa una proteína que tiene la función de IL-12, y 
diferenciando la célula madre transfectada para dar una célula dendrítica. Véase la patente de Estados Unidos 
6.734.014. 
 10 
En una realización, un vector adenoviral de ácido nucleico (rAd.RheoIL12) que contiene un conmutador génico, 
donde las secuencias codificantes para VP16-RXR y Gal4-EcR están separadas por la secuencia del sitio interno de 
entrada al ribosoma (IRES) de EMCV se insertó en el vector lanzadera adenoviral bajo el control del promotor de 
ubiquitina C humana. Las secuencias codificantes para las subunidades p40 y p35 de IL12 separadas por una 
secuencia IRES, y colocadas bajo el control de un promotor inducible sintético, se insertan cadena arriba del 15 
promotor de ubiquitina C. 
 
En otra realización, la invención describe un vector lanzadera que porta unidades de transcripción (VP16-RXR y 
Gal4-EcR) para las dos proteínas de fusión y subunidades inducibles de IL-12 recombinadas con la estructura 
adenoviral (AdEasy1) en células de E. coli BJ5183. Después de certificar el clon recombinante, el plásmido que 20 
porta el genoma rAd.RheoIL12 se cultiva en y se purifica a partir de células XL10-Gold, se retira por digestión de la 
estructura del plásmido y se compacta por transfección en células HEK 293. 
 
En una realización particular, la reserva viral primaria resultante se amplifica por re-infección de células HEK 293 y 
se purifica por centrifugación en gradiente de densidad de CsCl. 25 
 
En una realización el gen de IL-12 es una secuencia génica de IL-12 de tipo silvestre. En otra realización, el gen de 
IL-12 es una secuencia génica modificada, por ejemplo, una secuencia quimérica o una secuencia que se ha 
modificado para usar codones preferidos. 
 30 
En una realización, el gen de IL-12 es la secuencia de IL-12 de tipo silvestre humana. En otra realización, la 
secuencia es al menos un 85 % idéntica a la secuencia de IL-12 humana de tipo silvestre, por ejemplo, al menos un 
90 %, 95 %, o 99 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre. En una realización más, la secuencia génica de IL-12 
codifica un polipéptido IL-12 humano. En otra realización, el gen codifica un polipéptido que es al menos un 85 % 
idéntico a IL-12 humana de tipo silvestre por ejemplo, al menos un 90 %, 95 %, o 99 % idéntico a IL-12 humana de 35 
tipo silvestre. 
 
En una realización, el gen de IL-12 es la secuencia de IL-12 de ratón de tipo silvestre. En otra realización, la 
secuencia es al menos un 85 % idéntica a IL-12 de ratón de tipo silvestre, por ejemplo, al menos un 90 %, 95 %, o 
99 % idéntica a IL-12 de ratón de tipo silvestre. En una realización más, la secuencia génica de IL-12 codifica el 40 
polipéptido IL-12 de ratón. En otra realización, el gen codifica un polipéptido que es al menos un 85 % idéntico a IL-
12 de ratón de tipo silvestre, por ejemplo, al menos un 90 %, 95 %, o 99 % idéntico a IL-12 de ratón de tipo silvestre. 
 
La descripción describe un método para producir una población de DC modificadas por ingeniería in vitro que 
expresan de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12, comprendiendo el método las etapas de: 45 
(a) modificar al menos una parte de DC, por ejemplo, DC derivadas de médula ósea, introduciendo en dichas DC un 
vector que alberga un conmutador génico que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína 
que tiene la función de IL-12, produciendo de este modo dicha población de DC modificadas por ingeniería in vitro 
que son capaces de tratar o prevenir una enfermedad. 
 50 
Como se describe en este documento, es un método para producir una población de células inmunes modificadas 
por ingeniería in vitro diferentes a DC, por ejemplo, macrófagos, neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, basófilos, 
células citolíticas naturales y linfocitos (por ejemplo, células B y T) o TSC que expresan de forma condicional una 
proteína que tiene la función de IL-12, comprendiendo el método las etapas de: (a) modificar al menos una parte de 
las células inmunes diferentes a DC o TSC introduciendo en dichas células inmunes diferentes a DC o TSC un 55 
vector que alberga un conmutador génico que comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína 
que tiene la función de IL-12, produciendo de este modo dicha población de células inmunes modificadas por 
ingeniería in vitro diferentes a DC o TSC que son capaces de tratar o prevenir una enfermedad. 
 
En otras realizaciones, la invención describe el aislamiento y enriquecimiento de DC, células inmunes diferentes a 60 
DC o TSC. Las DC pueden aislarse de médula ósea de seres humanos, ratones, u otros mamíferos. Las células 
dendríticas pueden aislarse de la sangre de seres humanos, ratones u otros mamíferos. En pacientes humanos, las 
poblaciones de células dendríticas pueden aislarse mediante un procedimiento de leucoféresis conocido en la 
técnica, donde se aísla y retira una fracción de glóbulos blancos y se vuelven a infundir otros componentes 
sanguíneos al paciente. En una realización, las DC se obtienen de médula ósea murina como se ha descrito 65 
previamente (Tatsumi et al., 2003). En resumen, se cultiva médula ósea (BM) de ratón de tipo silvestre o EGFP Tg 
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en medio condicionado (CM) suplementado con 1000 unidades/ml de factor estimulador de colonias de 
granulocitos/macrófagos murino recombinante y mIL-4 recombinante (Peprotech, Rocky Hill, NJ) a 37 ºC en una 
incubadora humidificada, de CO2 al 5 % durante 7 días. Después se aíslan las DC CD11c+, por ejemplo, usando 
perlas MACSTM específicas, según las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Las DC CD11c+ 
producidas de este modo eran >95 % puras basado en la morfología y co-expresión de los antígenos CD11b, CD40, 5 
CD80, y MHC clase I y clase II. 
 
Una realización de la invención proporciona el uso de DC modificadas por ingeniería que expresan de forma 
condicional una proteína que tiene la función de IL-12 adecuadas para aplicaciones terapéuticas para el tratamiento 
de cáncer, o tumores o ambos como terapia génica en organismo humano o no humano. En otra realización de la 10 
invención se proporcionan DC modificadas por ingeniería que expresan de forma condicional una proteína que tiene 
la función de IL-12 y/o una proteína que tiene la función de IFN-alfa adecuadas para aplicaciones terapéuticas para 
el tratamiento de cáncer, o tumores o ambos como terapia génica en organismo humano o no humano. 
 
En una realización, la invención describe DC modificadas por ingeniería que contienen un conmutador génico. 15 
 
En otra realización, la invención describe un método para tratar tumores en un mamífero que comprende administrar 
una cantidad eficaz de un ligando diacilhidrazina. 
 
En otra realización, la invención describe un método para tratar tumores en un mamífero que comprende administrar 20 
una cantidad eficaz de RG-115830 o RG-115932. 
 
En otra realización, la invención describe kits que comprenden células dendríticas modificadas por ingeniería para 
contener un conmutador génico y que comprenden un ligando que activa el conmutador génico. 
 25 
En otra realización, la invención describe kits que comprenden células dendríticas modificadas por ingeniería para 
contener un conmutador génico y que comprenden una composición que contiene RG-115830 o RG-115932. 
 
En otra realización, la invención usa DC modificadas por ingeniería, células inmunes diferentes a DC, o TSC que 
contienen al menos una parte de un receptor de ecdisona. En otra realización, la invención usa DC modificadas por 30 
ingeniería, células inmunes diferentes a DC, o TSC que contienen un conmutador génico basado en receptor de 
ecdisona. En otra realización, la invención usa DC modificadas por ingeniería, células inmunes diferentes a DC, o 
TSC que contienen RheoSwitch. En otra realización, la invención describe un kit que comprende DC modificadas por 
ingeniería, células inmunes diferentes a DC, o TSC que contienen un conmutador génico y un ligando que modula el 
conmutador génico. En otra realización, los kits comprenden adicionalmente un ligando diacilhidrazina. En otra 35 
realización, el kit comprende adicionalmente RG-115830 o RG-115932. 
 
También se describe en este documento una población modificada por ingeniería de DC. DC cultivadas en el día 7 
no se trataron, se infectaron con adenovirus recombinante que codifica IL-12p70 murina dirigida por un promotor 
constitutivo (rAd.cIL12) o inducible (rAd.RheoIL12), o se infectaron con vector adenoviral de control simulado 40 
(rAdΨ5), sobre un intervalo de multiplicidad de infección (MOI). Después de 48 h, las DC infectadas se recogieron y 
analizaron para el fenotipo y para la producción de IL-12p70 usando un kit de ELISA específico (BD-PharMingen, 
San Diego, CA), con un nivel inferior de detección de 62,5 pg/ml. 
 
En otra realización, la invención proporciona el uso de una población modificada por ingeniería in vitro de DC, 45 
células inmunes diferentes a DC, o TSC que comprenden un vector, por ejemplo, un vector de ADN, que tiene un 
conmutador génico capaz de expresar de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12, y que 
comprenden adicionalmente ligando activador. En otra realización, la invención proporciona el uso de una población 
modificada por ingeniería in vitro de DC, células inmunes diferentes a DC, o TSC que comprenden un vector que 
tienen un conmutador génico capaz de expresar de forma condicional una proteína que tiene la función deIL-12 y/o 50 
una proteína que tiene la función de IFN-alfa, y que comprenden adicionalmente ligando activador. 
 
En una realización más, la invención describe un método para tratar cáncer, por ejemplo, melanoma o glioma, 
administrando DC modificadas por ingeniería, células inmunes diferentes a DC, o TSC a un paciente y después 
administrando un ligando activador, tal como RG-115919, RG-115830 o RG-115932, a dicho paciente. El paciente 55 
puede ser un ser humano o un animal con cáncer. Los métodos y productos de tratamiento, células modificadas por 
ingeniería, kits, y ligandos tienen aplicación en terapia en seres humanos y en terapia veterinaria en animales. Por lo 
tanto, los productos y métodos se contemplar para usarse para propósitos humanos y de veterinaria animal. 
 
La invención describe que expresión condicional de proteína IL-12 en DC (mencionadas como DC.RheoIL12), 60 
células inmunes diferentes a DC, o TSC puede superar el impacto inmunológico de IL-12 de forma prematura dentro 
de la lesión tumoral y después dentro de los ganglios linfáticos de drenaje tumoral que no podía resolverse con 
respecto al resultando terapéutico con esquemas convencionales de terapia génica. Se ha descubierto 
adicionalmente que la cronología de expresión de IL-12 después de la administración de DC modificadas por 
ingeniería, células inmunes diferentes a DC, o TSC es crítica para el tratamiento satisfactorio del cáncer. 65 
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En un aspecto, la invención describe una composición farmacéutica adecuada para administración a un ser humano 
o un animal no humano que comprende una población de DC modificadas por ingeniería in vitro, células inmunes 
diferentes a DC, o TSC que expresan de forma condicional una proteína que tiene la función de IL-12, o que 
expresan de forma condicional IL-12 y/o IFN-alfa, donde la formulación es adecuada para administración por 
administración intratumoral. La invención proporciona adicionalmente una composición farmacéutica que comprende 5 
un ligando activador, tal como RG-115830 o RG-115932, donde la composición es adecuada para administración 
por administración intraperitoneal, oral, o subcutánea. 
 
En la realización particular descrita en este documento, la invención describe un método para tratar un tumor, que 
comprende: 10 
 
 a. administrar por vía intratumoral en un mamífero las DC modificadas por ingeniería in vitro descritas 

anteriormente; y 
 b. administrar a dicho mamífero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador. 
 15 
Por ejemplo, la invención describe un método para tratar un tumor, que comprende las etapas en orden de: 
 
 a. proporcionar DC modificadas por ingeniería in vitro; 
 b. administrar por vía intratumoral en un mamífero dichas DC modificadas por ingeniería in vitro; y 
 c. administrar a dicho mamífero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador. 20 
 
También se describe en este documento un método para tratar un tumor, que comprende: 
 
 a. administrar por vía intratumoral en un mamífero las células inmunes modificadas por ingeniería in vitro 

diferentes a células dendríticas, por ejemplo, macrófagos, neutrófilos, mastocitos, eosinófilos, basófilos, células 25 
citolíticas naturales y linfocitos (por ejemplo, células B y T) o células de soporte de terapia, que se han descrito 
anteriormente; y 

 b. administrar a dicho mamífero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador. 
 
En una realización, las DC modificadas por ingeniería in vitro, células inmunes diferentes a DC o TSC se administran 30 
una vez. En otra realización, las DC, células inmunes diferentes a DC o TSC se administran más de una vez si la 
administración única demuestra ser segura y bien tolerada y fuera beneficioso para el paciente inyecciones 
adicionales. Los criterios de retratamiento es que la enfermedad del sujeto sea estable o muestre signos clínicos (es 
decir, escáneres CT (regresión del tumor o tumores), química sérica, análisis de orina, hematología, signos vitales, 
disminución en el diámetro del tumor, etc.) o subjetivos (es decir, estado ECOG mejorado, etc.) de mejora. El 35 
retratamiento puede iniciarse a las 1, 2, 3 ó 4 semanas, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, ó 12 meses, o 1, 2, 3, 4 ó 5 
años del primer tratamiento. 
 
La eficacia y seguridad de múltiples dosis del transgén pueden evaluarse por biopsias de aspiración con aguja fina 
del tumor y ganglios linfáticos de drenaje asociados. Éstos pueden recogerse en el día -12 a -7 y el día 14 del 40 
periodo de retratamiento para evaluación in vivo de expresión transgénica de hIL-12 y respuesta inmune celular. Las 
biopsias pueden evaluarse por microscopía óptica convencional e inmunohistoquímica para evaluar la infiltración 
celular de células T en el tumor y ganglios linfáticos de drenaje, puede usarse RT-PCR sobre ARN con cebadores 
diseñados apropiadamente. Puede extraerse sangre para un perfil de citoquinas séricas en el día -12 a -7, el día 8 y 
el día 14 del periodo de retratamiento. Puede obtenerse un perfil de citoquinas séricas para determinar si la 45 
expresión de otras citoquinas está afectada por el tratamiento con el transgén de hIL-12. Puede hacerse ensayo 
combinado de citoquinas en el suero por Luminex para IL-12, INF-gamma, IP-10, y otras citoquinas Th1/Th2 tales 
como IL-1, TNF-alfa, IL-4, IL-5, e IL-10. 
 
El ligando activador puede administrarse sustancialmente al mismo tiempo que las DC modificadas por ingeniería in 50 
vitro, células inmunes diferentes a DC, o TSC, por ejemplo, en una hora antes o después de la administración de las 
células. En una realización, el ligando activador se administra a las o menos de aproximadamente 24 horas después 
de la administración de las DC modificadas por ingeniería in vitro, células inmunes diferentes a DC, o TSC. Como se 
describe en este documento, el ligando activador se administra a las o menos de aproximadamente 48 horas 
después de las DC modificadas por ingeniería in vitro, células inmunes diferentes a DC, o TSC. En otra realización, 55 
el ligando es RG-115932. En otra realización, el ligando se administra a una dosis de aproximadamente 1 a 50 
mg/kg/día. En otra realización, el ligando se administra a una dosis de aproximadamente 30 mg/kg/día. En una 
realización, el ligando se administra diariamente durante un periodo de 5 a 28 días. En otra realización, el ligando se 
administra diariamente durante un periodo de 14 días. En otra realización, se administran aproximadamente 1 x 106 
a 1 x 108 células. En otra realización, se administran aproximadamente 5 x 107 células. 60 
 
Para demostrar una terapia génica mediada por IL-12 eficaz, se usa un sistema de expresión de ADNc de IL-12 
condicional que permite la activación de la producción de IL-12 por células DC.RheoIL12 en diversos momentos 
puntuales después de inyección intratumoral. Basándose en los resultados en el modelo de melanoma B16 agresivo 
en ratones C57BL/6, se hicieron las siguientes conclusiones: 1) se secretan niveles elevados de IL-12 a partir de 65 
DC.RheoIL12 en presencia del ligando activador RG-115830 pero no en ausencia del ligando; 2) la terapia basada 
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en DC.RheoIL12 intratumoral es tan eficaz como la terapia basada en DC.cIL12 intratumoral siempre que RG-
115830 se administre a animales tratados en 24 h desde la inyección de DC (y en momentos puntuales posteriores 
de provisión de ligando, la terapia RG-115830 falla); 3) la expresión de IL-12 en DC parece prolongar la 
supervivencia de estas células en el microentorno tumoral y está asociada con cantidades mayores de DC 
inyectadas por vía intratumoral que migran a ganglios linfáticos de drenaje tumoral; y 4) la correlación inmune más 5 
fuerte con el resultado de terapia es el nivel de células T CD8+ específicas de tumor cebadas de forma cruzada por 
la terapia y no la cantidad de DC inyectadas sostenida en el microentorno tumoral. Globalmente, estos datos 
sugieren que las terapias basadas en DC.IL12 probablemente triunfan basándose en su influencia positiva sobre los 
efectores aferentes (de cebador cruzado) de células T CD8+ de Tipo-1 y no sobre eventos eferentes posteriores, 
tales como reclutamiento mediado por DC inyectadas de células T anti-tumorales en el microentorno tumoral, etc. 10 
 
Antes de la inyección intratumoral, las células (células inmunes o TSC) pueden tratarse con un factor para estimular 
la actividad de las células. Por ejemplo, las células pueden tratarse con una molécula co-estimuladora tal como 
molécula co-estimuladora positiva incluyendo OX40L, 4-1BBL, CD40, CD40L, GITRL, CD70, LIGHT o ICOS-L o una 
molécula co-estimuladora negativa tal como anticuerpos anti-CTLA4, anti-PD-L1 o anti-PD-L2. Por ejemplo, las 15 
células (por ejemplo, DC, células inmunes o TSC) pueden incubarse con una célula que expresa una o más 
moléculas co-estimuladoras, por ejemplo, células de linfoma J588 que expresan la molécula ligando CD40. En otra 
realización, las células (células inmunes o TSC) pueden tratarse con una contra-molécula supresora inmune 
(inhibidor de tolerancia) tal como anticuerpos anti-TGF-beta (para inhibir la señalización TGF dentro del micro-
entorno), anticuerpos anti-IL10, TGF-beta RILDN (para inhibir la señalización TGF dentro de células modificadas con 20 
genes), IL-10R DN, dnFADD (para inhibir las vías de muerte celular dentro de las células), anticuerpos anti-SOCS1, 
ARNip o señuelo (para inhibir la señalización supresora de citoquinas dentro de las células), o anticuerpos anti-TGF-
alfa. 
 
La producción de IL-12 a partir de DC y otras células presentadoras de antígeno actúa sobre células T CD4+ y CD8+ 25 
para sesgarlas en un fenotipo de tipo Th1 o Tc1, respectivamente. Por lo tanto, es posible medir el efecto de IL-12 
sobre una población de células midiendo el nivel de expresión o actividad de la citoquina tipo Th1/Tc1, IFN-γ en una 
muestra biológica de un paciente. 
 
Como se describe en este documento, es un método para determinar la eficacia de un régimen terapéutico basado 30 
en DC modificadas por ingeniería in vitro, células inmunes diferentes a DC o TSC en un paciente con cáncer, que 
comprende: 
 
 a. medir el nivel de expresión o el nivel de actividad o ambos de interferón-gamma (IFN-γ) en una primera 

muestra biológica obtenida de un paciente humano antes de la administración de DC modificadas por ingeniería 35 
in vitro, células inmunes diferentes a DC, o TSC, generando de este modo a nivel de control; 

 b. administrar por vía intratumoral a dicho paciente las DC modificadas por ingeniería in vitro, células inmunes 
diferentes a DC, o TSC; 

 c. administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de ligando activador; 
 d. medir el nivel de expresión o el nivel de actividad o ambos de IFN-γ en una segunda muestra biológica 40 

obtenida de dicho paciente en un momento después de la administración de dicho ligando activador, generando 
de este modo datos para un nivel de ensayo; y 

 e. comparar el nivel de control con el nivel de ensayo de IFN-γ, donde datos que muestran un aumento en el nivel 
de expresión, actividad, o ambos de IFN-γ en el nivel de ensayo respecto al nivel de control indican que el 
régimen de tratamiento terapéutico es eficaz en dicho paciente. 45 

 
Como se describe en este documento, es un método para determinar la eficacia de un régimen terapéutico basado 
en células inmunes modificadas por ingeniería in vitro diferentes de DC o TSC en un paciente con cáncer, que 
comprende: 
 50 
 a. medir el nivel de expresión o el nivel de actividad o ambos de interferón-gamma (IFN-γ) en una primera 

muestra biológica obtenida de un paciente humano antes de la administración de células inmunes modificadas 
por ingeniería in vitro diferentes a DC o TSC, generando de este modo un nivel de control; 

 b. administrar por vía intratumoral a dicho paciente células inmunes modificadas por ingeniería in vitro diferentes 
a DC o TSC; 55 

 c. administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de ligando activador; 
 d. medir el nivel de expresión o el nivel de actividad o ambos de IFN-γ en una segunda muestra biológica 

obtenida de dicho paciente en un momento después de la administración de dicho ligando activador, generando 
de este modo datos para un nivel de ensayo; y 

 e. comparar el nivel de control con el nivel de ensayo of IFN-γ, donde datos que muestran un aumento en el nivel 60 
de expresión, actividad, o ambos de IFN-γ en el nivel de ensayo respecto al nivel de control indican que el 
régimen de tratamiento terapéutico es eficaz en dicho paciente. 

 
El término "sujeto" significa un insecto, planta o animal intacto. También se prevé que los ligandos funcionarán 
igualmente bien cuando el sujeto sea un hongo o levadura. Se entiende que el término "sujeto" es cualquier sujeto, 65 
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particularmente un sujeto mamífero, para el cual se desea diagnóstico, pronóstico, o terapia. Mamífero incluye, 
aunque sin limitación, seres humanos, animales domésticos, animales de granja, animales de zoológico tales como 
osos, animales deportivos, animales de compañía tales como perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratones, 
caballos, ganado vacuno, osos, vacas; primates tales como simios, monos, orangutanes, y chimpancés; cánidos 
tales como perros y lobos; félidos tales como gatos, leones, y tigres; équidos tales como caballos, burros, y cebras; 5 
animales para alimentación tales como vacas, cerdos, y ovejas; ungulados tales como ciervos y jirafas; roedores 
tales como ratones, ratas, hámsteres y cobayas; y etc. En ciertas realizaciones, el animal es un sujeto humano. 
 
El término "animal" pretende abarcar una "animal" singular así como "animales" plurales y comprende mamíferos y 
aves, así como peces, reptiles, y anfibios. El término animal también abarca animales de modelo, por ejemplo, 10 
animales de modelo de enfermedad. En algunas realizaciones, el término animal incluye animales valiosos, 
económicamente o de otro modo, por ejemplo, ganado de cría económicamente importante, animales de carreras, 
animales de exhibición, animales de colección, animales raros o en peligro, o animales de compañía. En particular, 
el mamífero puede ser un sujeto humano, un animal para alimentación o un animal de compañía. 
 15 
Como se usa en este documento, un "mamífero que lo necesita" se refiere a un mamífero para el cual es deseable 
tratar, es decir, reducir el tamaño de un tumor o eliminar un tumor. 
 
El método descrito en este documento depende de la captura del antígeno tumoral por las células dendríticas 
inyectadas por vía intratumoral desde el entorno tumoral y el cebador de las células T en los ganglios linfáticos de 20 
drenaje para desarrollar una respuesta de células T específica de tumor. Por lo tanto, la DC debe estar en un estado 
de alta actividad endocítica en el momento de inyección intratumoral para un óptimo beneficio terapéutico. Se ha 
establecido bien que las DC inmaduras preparadas a partir de monocitos CD14+ por tratamiento con GM-CSF e IL-4 
durante aproximadamente 6-7 días son de fenotipo inmaduro y muestra una elevada tasa de endocitosis (Cella et al. 
1999; Gilboan, 2007). La maduración de las DC está asociada con la supresión de la actividad endocítica. La IL-12 25 
ha demostrado actuar sobre las DC inmaduras y señalizar la expresión de factores que inducen la maduración 
(Nagayama et al. 2000). Por lo tanto, usando el RTS, es posible optimizar el resultado terapéutico humano 
retardando la expresión de IL-12 en las DC transducidas hasta que se inyecten en el tumor. Como un sistema de 
expresión constitutiva carece de esta capacidad de controlar de forma temporal la expresión, la acción autocrina de 
la IL-12 producida y el curso resultante de maduración no pueden controlarse (Mazzolini et al. 2005). Además, la 30 
invención que ensayará el funcionamiento de un sistema regulado de expresión génica en sujetos humanos puede 
encontrar aplicación del sistema en otras áreas de terapia génica humana. 
 
Sin el deseo de limitarse a teoría alguna, se espera que la invención soporte el uso de terapia génica basada en DC 
modificadas por ingeniería in vitro, células inmunes diferentes a DC o TSC administradas por vía intratumoral en el 35 
entorno clínico, centrándose en la respuesta clínica objetivo como criterio de valoración principal del estudio, y las 
células T CD8+ anti-tumores cebadas de forma cruzada (que producen IFN-γ) como criterio de valoración secundario 
del estudio. Los datos revelan que la capacidad de activar y desactivar la expresión de IL-12 in vivo añade un 
elemento de seguridad y control terapéutico al tratamiento porque tanto la cronología como el nivel de expresión de 
IL-12 pueden controlarse mediante la administración de ligando, y además porque se espera que la cronología de la 40 
expresión de IL-12 sea crítica para la eficacia terapéutica del método. 
 
La invención soporta adicionalmente las aplicaciones terapéuticas de células modificadas por ingeniería in vitro con 
genes de interés expresados de forma condicional como enfoques innovadores para el tratamiento eficaz y eficiente 
de enfermedades humanas. 45 
 
En caso de conflicto entre cualquier contenido o sugerencia de cualquier referencia citada en este documento y la 
memoria descriptiva, prevalecerá la última, para los propósitos de la invención. 
 
Ahora se describirán realizaciones específicas de acuerdo con los métodos de la invención en los siguientes 50 
ejemplos, que se proporcionan con fines de ilustración y no pretenden limitar el alcance de la presente invención. 
 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1 55 
 
DC.RheoIL12 produce de forma condicional elevados niveles de IL-12p70 en respuesta a ligando RG-115830 in vitro 
 
1.1 Materiales y métodos 
 60 
1.1.1 Ratones 
 
Se adquirieron ratones hembra de 6-8 semana de edad C57BL/6 de tipo silvestre y C57BL/6-TgN(ACTbEGFP) 
10sb/J EGFP Tg del Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) y se mantuvieron en jaulas micro-aislantes. Los animales 
se manipularon de acuerdo con las recomendaciones para el apropiado cuidado y uso de animales de laboratorio. 65 
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1.1.2 Líneas celulares 
 
Las líneas celulares H-2b de melanoma B16 y timoma EL-4, singénicas a ratones C57BL/6 se han descrito 
previamente (Itoh et al., 1994). Las líneas celulares se mantuvieron en CM (RPMI 1640 suplementado con suero 
bovino fetal inactivado por calor al 10 %, 100 unidades/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, y L-glutamina 5 
10 mM; todos los reactivos de Invitrogen, Carlsbad, CA) en una incubadora humidificada al 5 % de CO2 y 37 ºC. 
 
1.1.3 Generación de células dendríticas (DC) 
 
Las DC se generaron a partir de médula ósea murina como se ha descrito previamente (Tatsumi et al., 2003). En 10 
resumen, se cultivó BM de ratón de tipo silvestre o EGFP Tg en CM suplementado con 1000 unidades/ml de factor 
estimulador de colonias de granulocitos/macrófagos murino recombinante y mIL-4 recombinante (Peprotech, Rocky 
Hill, NJ) a 37 ºC en una incubadora humidificada, al 5 % de CO2 durante 7 días. Las DC CD11c+ después se aislaron 
usando perlas MACSTM específicas, según el protocolo del fabricante (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Las DC CD11c+ 
producidas de esta manera eran >95 % puras basado en la morfología y co-expresión de los antígenos CD11b, 15 
CD40, CD80, y MHC clase I y clase II. 
 
1.1.4 Vectores virales 
 
El vector adenoviral de control rAdΨ5 y rAd.cIL12, que codifican mIL-12 dirigido por un promotor CMV (Tatsumi et 20 
al., 2003), se produjeron y proporcionaron por la University of Pittsburgh Cancer Institute's Vector Core Facility. 
 
El vector rAd.RheoIL12 se produjo del siguiente modo. Las secuencias codificantes de VP16-RXR y Gal4-EcR 
separadas por la secuencia del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) de EMCV se insertaron en el vector 
lanzadera adenoviral bajo el control del promotor de ubiquitina C humana. Posteriormente, las secuencias 25 
codificantes de las subunidades p40 y p35 de IL12 separadas por una secuencia IRES, y colocadas bajo el control 
de un promotor inducible sintético, se insertaron cadena arriba del promotor de ubiquitina C (véase la FIG. 1). El 
funcionamiento del sistema mediante la expresión de las dos proteínas de fusión (VP-16 RXR frente a Gal4-EcR) 
bajo promotores diferentes de fuerzas variables mostró que una mayor proporción VP16-RXR a Gal4-EcR daba el 
mejor funcionamiento. Por tanto, VP-16 RXR cadena arriba del IRES y Gal-4 EcR cadena abajo dieron 30 
funcionamiento óptimo que el diseño contrario. 
 
El vector lanzadera que porta estas unidades de transcripción para las dos proteínas de fusión y las subunidades 
inducibles de IL12 se recombinaron con la estructura adenoviral (AdEasyl, stratagene La Jolla, CA) en células de E. 
coli BJ5183. Después de verificar el clon recombinante, el plásmido que porta el genoma rAd.RheoIL12 se cultivó en 35 
y se purificó de células XL10-Gold, se retiró por digestión la estructura plasmídica y se compactó por transfección en 
células HEK 293. 
 
La reserva viral primaria resultante se amplificó por re-infección de células HEK 293 y se purificó por centrifugación 
en gradiente de densidad de CsCl. 40 
 
1.1.5 ELISA 
 
Las DC cultivadas en el día 7 no se trataron, se infectaron con Ad recombinantes que codifican IL-12p70 murina 
dirigida por un promotor constitutivo (rAd.cIL12) o inducible (rAd.RheoIL12), o se infectaron con vector de control 45 
simulado rAdΨ5, sobre un intervalo de MOI. En diversos momentos puntuales después de esto (0 - 48 h), las DC 
después se cultivaron en ausencia o presencia de un ligando activador (10 - 200 µg/ml) durante 24 h adicionales 
antes del análisis de secreción de IL-12p70 usando un kit ELISA específico (BDPharMingen, San Diego, CA; nivel 
inferior de detección = 62,5 pg/ml). En algunos casos, para discernir la rigurosidad de la producción condicional de 
citoquinas, las DC infectadas con rAd.RheoIL12 (es decir DC.RheoIL12), que se habían pretratado con el ligando 50 
activador, se lavaron del ligando y se cultivaron en medio de control durante 24 h adicionales antes del análisis de 
secreción de IL-12p70. Como alternativa, después de 48 h, las DC infectadas se recogieron y analizaron para el 
genotipo y para la producción de IL-12p70 usando el kit ELISA (BD-PharMingen, San Diego, CA), con un nivel 
inferior de detección de 62,5 pg/ml. 
 55 
1.1.6 Citometría de flujo 
 
Para el análisis fenotípico de DC infectadas por adenovirus, se usaron mAb conjugados con PE o FITC contra 
moléculas de superficie celular de ratón (CD11b, CD11c, CD40, CD54, CD80, CD86, H-2Kd, I-Ad (todas de BD-
PharMingen)) y controles apropiados de isotipo, y se realizó análisis citométrico de flujo usando un citómetro de flujo 60 
FACscan (Becton Dickinson, San Jose, CA). 
 
1.2 Resultados 
 
1.2.1 DC derivadas de BM murina infectadas con Rheo-IL12 producen de forma condicional elevados niveles de IL-65 
12p70 cuando se tratan con ligando in vitro. 
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DC cultivadas de BM de ratón C57BL/6 (B6) durante 7 días en presencia de rmIL-4 y rmGM-CSF se dejaron sin 
tratar, o se infectaron a diversas MOI con rAd.Ψ5 de control, rAd.cIL-12 (que codifica mIL-12p70 bajo un promotor 
constitutivo CMV) o rAd.RheoIL12 (que codifica IL-12 p70 bajo un promotor condicional sensible al ligando de 
molécula pequeña RG-115830). Cuarenta y ocho horas después de la infección, las DC se cultivaron en ausencia o 
presencia de RG-115830 durante 24 h adicionales, momento en el cual se recogieron los sobrenadantes de cultivo 5 
para la cuantificación de la producción de IL-12p70 por ELISA. Como se muestra en la FIG. 2A, las DC no infectadas 
de control o las DC infectadas con Ad.Ψ5 en ausencia o presencia de fármaco exógeno no lograron producir niveles 
elevados de IL-12p70 en comparación con DC infectadas con rAd.cIL12 (DC.cIL12). Las DC infectadas con 
rAd.RheoIL-12 (DC.RheoIL12) solamente produjeron IL-12p70 cuando se trataron con RG-115830 (véase la FIG. 2A 
y 2B). Basándose en los resultados de experimentos de "criss-cross", la producción óptima por DC infectadas de IL-10 
12p70 sucedió usando una MOI de 100, con células tratadas con 50-200 µg/ml de RG-115830 (FIG. 2A). La 
provisión retardada de RG-115830 a DC.RheoIL12 durante hasta 48 h no produjo ninguna producción 
significativamente reducida de IL-12p70 en comparación con la adición de este ligando en el momento puntual 0 h in 
vitro (FIG. 2B). Finalmente, la retirada del ligando silenció de forma precisa la capacidad de DC.RheoIL12 
(previamente activada por ligando) de continuar produciendo niveles elevados de IL-12p70 in vitro (FIG. 2C). 15 
 
Ejemplo 2 
 
Administración intratumoral de células dendríticas modificadas por ingeniería in vitro a animales 
 20 
2.1 Métodos y materiales 
 
2.1.1 Modelo de tumor B16  
 
Ratones B6 recibieron inyección subcutánea de 1 x 105 células de melanoma B16 en el flanco derecho en el día 0. 25 
En el día 7, los tumores alcanzaron un tamaño de aproximadamente 20-30 mm2 y los ratones se trataron con 
inyecciones i.t. de PBS o 1 x 106 de DC de control frente a transducidas con adenovirus (MOI = 100) en un volumen 
total de 50 µl de PBS. Los ratones también recibieron inyecciones i.p. de 200 µg de RG-115830 (en 50 µl de DMSO) 
frente a control de vehículo DMSO que se iniciaron a las 0 h, 24 h o 48 h después de la administración de DC, como 
se indica. Después del inicio, los ratones recibieron un total de 5 inyecciones intraperitoneales diarias consecutivas 30 
de RG-115830 a esta dosis. En experimentos adicionales, se administró ligando empezando en el día de inyección 
de DC y después se terminó 1, 3 o 5 días después de la inyección de DC para discernir si un cese prematuro de la 
promoción del transgén de IL-12p70 reducía los beneficios terapéuticos de este enfoque. En todos los casos, el 
tamaño del tumor se evaluó cada 3 ó 4 días y se registró en mm2 determinando el producto de los diámetros 
perpendiculares más grandes medidos por calibres vernier. Los datos se presentan como el área promedio del tumor 35 
± DT. Todas las cohortes de animales contenían 5 ratones/grupo. 
 
En experimentos indicados, los animales que quedaron libres de tumor (45 días) post-terapia se re-expusieron a las 
células de melanoma B16 (105 células inyectadas en el flanco izquierdo, es decir contralateral al sitio original de 
exposición a B16) y de carcinoma de colon MC38 (105 células en el flanco derecho) para discernir la presencia y 40 
especificidad de inmunidad de memoria en estos ratones. Todos los datos se presentaron como el área promedio 
del tumor ± DT. Todas las cohortes de animales contenían 5 ratones/grupo. 
 
Para evaluar el destino y la función de las DC inyectadas, se generaron DC CD11c+ derivadas de BM de 7 días a 
partir de ratones C57BL/6-TgN(ACTbEGFP)1Osb/J EGFP Tg. Las DC EGFP+ CD11c+ se dejaron sin infectar o se 45 
infectaron con virus rAd, como se ha indicado anteriormente. Cuarenta y ocho horas después de la infección, se 
recogieron 1 x 106 DC de control o infectadas con virus, se lavaron en PBS, y se inyectaron en lesiones de tumor 
B16 del día 7 establecidas en ratones B6 singénicos. Tres días después de la inyección de DC, se extirparon los 
tumores y ganglios linfáticos inguinales de drenaje (LN), se fijaron durante 1 h en paraformaldehído al 2 % (en PBS), 
y después se crioprotegieron en sacarosa al 30 % en PBS antes de congelarse rápidamente en isopentano enfriado 50 
con nitrógeno líquido. Después se generaron secciones congeladas de cinco micrómetros y se tiñeron con contraste 
con 2 mg/ml de Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 3 min. Las secciones lavadas después se 
montaron en Gelvatol (Monsanto Chemical Co., St. Louis, MO) y se observaron usando un microscopio Olympus 
BX51 equipado con un dispositivo de cámara a color acoplado de carga enfriada. 
 55 
2.1.2 Evaluación de respuestas específicas de células T CD8+ contra melanoma B16 
 
Se aislaron células T CD8+ combinadas hasta una pureza de >95 % de los bazos de 2 ratones tratados/grupo 25 
días después de la inoculación de tumor usando clasificación celular con perlas magnéticas (MACSTM; Miltenyi 
Biotec) y después se co-cultivaron (1 x 105/pocillo) con 1 x 104 células tumorales irradiadas (10.000 radianes) B16 o 60 
EL-4. Después de 48 h de incubación, los sobrenadantes de cultivo se recogieron y se analizaron para la liberación 
de IFN-γ usando un ELISA comercial (BD-PharMingen) con un límite inferior de detección de 31,5 pg/ml. Los datos 
se presentan como la media ± DT de determinaciones triplicadas. 
 

65 
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2.1.3 Análisis estadístico 
 
Todos los experimentos con tres o más grupos en que se aplicó tratamiento como un diseño completamente 
aleatorio se analizaron primero por ANOVA factorial de un factor o dos factores. Si el P resultante era <0,05, se 
ensayaban contrastes por pares específicos con un ensayo T con corrección de Welch para varianza desigual según 5 
lo necesario. Los datos se comprobaron para propiedades de distribución, y se aplicaron transformaciones 
apropiadas. Se realizaron análisis de la producción de IFN-γ de células T derivadas de esplenocitos con el ensayo 
exacto de Kruskal-Wallis. Si el P para el ensayo de Kruskal-Wallis era <0,05, se evaluaban contrastes a priori con el 
ensayo de Wilcoxon. El análisis de modelos murinos de tratamiento terapéutico por inoculación de tumor individual 
se realizó con modelos lineales mixtos. Los datos se transformaron log, se estimó la covarianza dentro del ratón, y 10 
se ajustaron los efectos fijos del tratamiento para efectos aleatorios del ratón. Los P sin procesar para comparar 
pares de grupos en un único momento se ajustaron por re-muestreo bootstrap. Las tasas de regresión tumoral se 
ajustaron a un modelo lineal generalizado (con vinculación binomial) que incorporaba grupo de tratamiento, día de 
observación, y su interacción. 
 15 
2.2 Resultados 
 
2.2.1 La administración intratumoral de DC.cIL12 en solitario o DC.RheoIL12 combinado con administración i.p. de 
RG-115830 promueve la regresión de lesiones establecidas de melanoma B16 s.c. 
 20 
Se inyectaron s.c. células de melanoma B16 (1 x 105) en el flanco izquierdo de ratones H-2b B6 singénicos y se 
dejaron establecer. En el día 7, los ratones se asignaron aleatoriamente en cohortes de 5 animales cada una, con un 
tamaño medio de tumor de cohorte de aproximadamente 20-30 mm2. Los ratones después recibieron inyecciones 
intratumorales de PBS o 106 DC (pre-infectadas in vitro durante 48 h con rAd.ΨS, rAd.cIL12 o rAd.RheoIL12) en un 
volumen total de 50 µl de PBS. Los animales también recibieron inyecciones intraperitoneales de DMSO o RG-25 
115830 (en DMSO) en el momento de la administración de DC (es decir, día 1 de tratamiento) o a las 24 h o 48 h 
después de la administración de DC (es decir, día 2 de tratamiento). Como se representa en la FIG. 3A y 3B, el 
tratamiento de ratones con RG-115830 en solitario o DC.RheoIL12 en ausencia de RG-115830 no logró producir 
ningún beneficio terapéutico. En marcado contraste, los tumores tratados con DC.cIL-12 o DC.RheoIL-12 + RG-
115830 (proporcionado en 24 h desde la inyección de DC en concierto con un curso de 5 días de administración de 30 
ligando) retrocedieron en tamaño durante las siguientes 3 semanas. Estas terapias fueron estadísticamente 
indistinguibles basándose en las mediciones del tamaño del tumor, y produjeron tasas del 100 % (5/5 ratones) de 
regresión tumoral en cada uno de estos casos. De forma interesante, si la administración de RG-115830 se 
retardaba hasta 48 h después de la inyección intratumoral de DC (en un momento puntual en que este agente puede 
promover de forma eficaz la producción de IL-12p70 a partir de DC.RheoIL-12 in vitro, véase la FIG. 2B), la terapia 35 
basada en DC.RheoIL12 provocaba una tasa ligeramente inhibida de crecimiento tumoral (p< 0,05 para todos los 
momentos puntuales después del día 10), pero todos los animales progresaban y requerían sacrificio hacia el día 30 
(FIG. 3A). Esto sugiere que el beneficio terapéutico del tratamiento intratumoral con DC.IL12 es críticamente 
dependiente de la producción de IL-12p70 en momentos puntuales predominantemente prematuros (que suceden 
presumiblemente dentro de la lesión tumoral y/o los ganglios linfáticos de drenaje). 40 
 
Se realizaron experimentos adicionales en que se administró ligando activador (RG-115830) a ratones inyectados 
con DC.RheoIL-12 durante 1, 3 ó 5 días después de la inyección de DC (FIG. 3B-3C). Los resultados de estos 
estudios sugieren que la terminación prematura de la administración de ligando impacta sobre la eficacia anti-
tumoral de DC.RheoIL-12 suministradas i.t., con inhibición del crecimiento tumoral limitada o eliminada si el ligando 45 
no se proporciona a los ratones durante aproximadamente 5 o más días después de la provisión de DC modificadas 
con gen. Estos hallazgos son coherentes con los datos proporcionados en la FIG. 2B y 2C, y soportan le ajustada 
regulación (dependiente de ligando) del impacto terapéutico resultante de las DC.RheoIL-12 inyectadas en este 
modelo. Además, cuando se toman juntos, los resultados representados en la FIG. 3 sugieren fuertemente que la 
eficacia óptima anti-melanoma asociada con suministro i.t. de DC.RheoIL12 resulta de la provisión del ligando 50 
durante un periodo de d1-d5 después de la inyección de DC en tumores B16. 
 
2.2.2 La activación retardada de terapia condicional con DC.RheoIL12 es ineficaz debido al fallo aparente de las DC 
inyectadas en sobrevivir in vivo. 
 55 
Nuestro informe previo (Tatsumi et al., 2003) sugirió que la inserción del gen de IL-12 en DC promueve la 
supervivencia potenciada de estas células después de su inyección en el microentorno tumoral y la capacidad 
consecuente de estas células de cebar de forma cruzada células T CD8+ anti-tumores y el reclutamiento concebible 
de células T efectoras en circulación en el microentorno tumoral in vivo. Por tanto, el siguiente intento fue discriminar 
si el fallo de la terapia con DC-RheoIL12 iniciada (por administración i.p. de RG-115830) 48 h después de la 60 
inyección de DC se debía a la incapacidad de las DC de persistir en el microentorno tumoral, la incapacidad de estas 
células de transitar hasta el LN de drenaje tumoral y/o la incapacidad de células T CD8+ específicas de cebarse de 
forma cruzada como resultado del tratamiento. Se recapitularon los experimentos resumidos en la FIG. 3A, con 2 
ratones por cohorte sacrificados 72 h después de la inyección intratumoral de DC, con la excepción de que se 
usaron ratones EGFP Tg (H-2b) como fuente de médula ósea para la generación de DC. Se extirparon el tumor y LN 65 
y se prepararon secciones tisulares para el análisis de DC EGFP+ por microscopía de fluorescencia. Los 3 restantes 
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animales/cohorte se siguieron hasta el día 25, cuando se sacrificaron y se aislaron esplenocitos combinados para el 
análisis de respuestas de células T CD8+ específicas de B16. 
 
Como se representa en la FIG. 4, la capacidad de resolver DC EGFP+ en tumor o LN 72 h después de inyección i.t. 
era estrictamente dependiente de la activación del transgén de IL-12 en 24-48 h desde la administración in vivo de 5 
estas células. Pudieron observarse fácilmente DC.cIL12 y DC.RheoIL12 EGFP+ en lesiones B16 y se observaron 
más raramente dentro de LN de drenaje en ratones inyectados i.t. con DC.cIL12 o DC.RheoIL12 (si RG-115830 se 
proporcionaba i.p. a las 0 h o 24 h después de la administración de DC). Se detectaron muy pocas o ninguna DC 
EGFP+ en tejidos recogidos de ratones tratados con DC de control (no infectadas) o DC.RheoIL12 (donde la 
administración de RG-115830 se retardó durante 48 h después de la inyección de DC). Cuando se comparan tejidos 10 
de ratones tratados con DC.RheoIL12 y RG-115830 proporcionado a las 0 h frente a 24 h, había más DC EGFP+ en 
el tumor (p = 0,001) y también el LN de drenaje (p = 0,02) cuando se proporcionaba el fármaco activador más 
pronto. 
 
2.2.3 Los beneficios terapéuticos de la administración de DC.RheoIL12 están asociados con la inducción de células 15 
T CD8+ específicas e inmunidad anti-tumoral duradera. 
 
Dada la aparente dependencia de la viabilidad de las DC inyectadas en la cronología de la inyección de ligando, se 
predeciría un grado superior de cebador cruzado de células T CD8+ específicas en el caso de ratones que reciben 
DC.RheoIL12 activadas a las 0 h frente a momentos puntuales posteriores por RG-115830. De forma interesante, 20 
aunque esto se observó ciertamente para las cohortes de 0 h (DC.RheoIL-12, d1-d5) frente a 48 h (DC.RheoIL-12, 
d3-d7) de DC.RheoIL-12, no fue el caso cuando se compararon los grupos de 0 h frente a 24 h (DC.RheoIL-12+L,d2-
d6) de DC.RheoIL12 (FIG. 5A). De hecho, las respuestas in vitro de células T CD8+ esplénicas (secreción de IFN-γ) 
frente a dianas de tumor relevante B16 frente a irrelevante EL-4 fueron comparable para estas dos cohortes, y éstas 
se aproximaron cada una a lo detectado en ratones tratados con DC.cIL12. Globalmente, estos perfiles de respuesta 25 
de células T CD8+ parecían correlacionarse directamente con el resultado de la terapia (FIG. 3A). Similar a la FIG. 
5A, la respuesta de células T esplénicas a las células específicas de tumor B16 frente a células MC38 no tratadas 
por producción de IFN-gamma estuvo correlacionada con el resultado del tratamiento. 
 
Para abordar si la terapia eficaz basada en DC.RheoIL12 estaba asociada con el desarrollo de inmunidad anti-30 
tumoral duradera, se (re)-expusieron animales libres de tumor a células de melanoma B16 relevantes o células de 
carcinoma de colon MC38 irrelevantes en el día 45 (después de la exposición inicial a B16). Como se muestra en la 
FIG. 5B, todos los ratones previamente curados de sus melanomas mostraron protección específica contra células 
de tumor B16, mientras que las lesiones de tumor MC38 crecieron progresivamente. Muestra que las células 
dendríticas de la invención tienen seguridad adicional y control terapéutico potencial para la modalidad de 35 
tratamiento (porque tanto la cronología como el nivel de expresión de IL-12 pueden controlarse mediante la 
administración de ligando). 
 
Ejemplo 3 
 40 
Comparación de la vía/dosis de administración de ligando sobre el efecto terapéutico 
 
3.1 Métodos y materiales 
 
Se establecieron melanomas B16 s.c. durante 7 días en los flancos derechos de ratones B6 singénicos. En el día 7, 45 
se inyectaron por vía intratumoral (i.t.) 106 DC.SPI-IL12 (cambio óptimo identificado en la comparación de la FIG. 
10). Se proporcionó ligando activador (RG-115932) como una inyección i.p., mediante sonda oral en Labrasol, o 
mediante comida que contiene fármaco proporcionada ad libitum empezando en el día precedente a la inyección de 
DC (y diariamente después de ello durante 6 días). Cada cohorte contenía 5 animales, con crecimiento tumoral 
controlado cada 3-4 días y presentado como tamaño medio (mm2 basado en el producto de mediciones 50 
ortogonales). El tratamiento para cada cohorte se describe a continuación. 
 

Cohorte nº Descripción de tratamiento 
1 Control, sin DC, sin ligando 
2 Control, sin DC, ligando i.p., 50 mg/kg/día (Máx) 
3 Control, sin DC, comida, ad libitum (45 mg/kg/día) 
4 Control, sin DC, sonda oral, 30 mg/kg/día 
5 DC.SP1-IL12, sin ligando 
6 DC.SP1-IL12, i.p., 1 mg/kg/día 
7 DC.SP1-IL12, i.p., 3 mg/kg/día 
8 DC.SP1-IL12, i.p., 10 mg/kg/día 
9 DC.SP1-IL12, i.p., 30 mg/kg/día 
10 DC.SP1-IL12, i.p., 50 mg/kg/día 
11 DC.SP1-IL12, comida, ad libitum (45 mg/kg/día) 
12 DC.SP1-IL12, sonda oral, 30 mg/kg/día 
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3.2 Resultados 
 
Los resultados muestran que la administración de ligando en solitario a cualquier dosis o mediante cualquier vía no 
tuvo impacto sobre el crecimiento de tumor B16 (FIG. 6). La terapia con DC-SP1 i.t. es eficaz para controlar el 
crecimiento de B16, pero solamente si se aplica ligando, produciendo todas las vías de administración de ligando 5 
algún grado de eficacia. La terapia con DC-SP1 i.t. usando ligando administrado i.p. produjo una claro patrón de 
respuesta de inhibición del tumor por dosis de ligando, con efectos anti-tumores óptimos a dosis de ligando >30 
mg/kg/día. El ligando aplicado a terapia con DC-SP1 i.t. a una dosis de 30 mg/kg/día fue igualmente eficaz si se 
administraba ligando por inyección i.p., sonda oral, o mezcla en dieta. Una dosis incluso mayor de ligando 
proporcionado en la comida fue algo menos eficaz. Como solamente el enantiómero R (RG-115932) es capaz de 10 
activar el RTS, la comida que contiene la mezcla racémica proporciona solamente aproximadamente 20 - 22,5 
mg/kg/día del enantiómero activo. A este respecto, la regresión tumoral observada en animales que recibieron 
mezcla racémica AD mediante la comida (es decir, -20 - 22,5 mg/kg/día del enantiómero activo RG-115932) fue 
coherente con la respuesta a la dosis i.p. observada con RG-115932 puro porque el efecto anti-tumoral en la cohorte 
de comida estaba entre los observado con los grupos de dosis de 10 y 30 mg/kg/día de RG-115932 i.p.. Estos datos 15 
sugieren que la administración oral del ligando es eficaz para inducir un efecto terapéutico. La disponibilidad de 
administración oral del ligando facilitarían la sobrecarga del tratamiento sobre los pacientes. 
 
Este efecto dependiente de fármaco activador estaba asociado con (1) la expresión transgénica en el tumor y DLN, 
(2) la supervivencia prolongada de Ad-DC en el microentorno tumoral, (3) la migración y persistencia de AdDC en el 20 
DLN, y (4) la inducción de células T CD8+ anti B16. 
 
La FIG. 10 muestra una comparación de los efectos de diferentes vectores adenovirales que contienen IL-12. La 
variante SP1-RheoIL-12 fue la más eficaz de las variantes que contienen Rheoswitch. SP1-RheoIL-12 difiere de 
oldRheoIL-12 en la estructura del vector (vector AdEasy1 para oldRheoIL-12 y vector RAPAd de ViraQuest en Sp1-25 
RheoIL-12). TTR-RheoIL-12 difiere de oldRheoIL-12 en que contiene un promotor mínimo TTR cadena abajo del 
elemento de respuesta Gal4. Como ilustra la FIG. 10, SP1-RheoIL-12 fue más eficaz que TTR-RheoIL-12 en reducir 
el tamaño del tumor de melanoma B16. 
 
La FIG. 11 muestra la ausencia de formación de tumor de melanoma B16 después de la re-exposición de ratones 30 
previamente tratados con células dendríticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch adenoviral recombinante 
(DC-SP1-RheoIL-12). Esto muestra que se evitaba que los tumores B16 de melanoma crecieran durante hasta 25 
días cuando los ratones inmunes a B16 se volvían a inocular 45 días después de la primera inoculación con células 
B16. Se generaron células dendríticas murinas a partir de médula ósea de ratones B6 por cultivo de 7 días en medio 
completo (RPMI-1640, FBS al 10 %) que contenía rmIL-4 más rmGM-CSF. Después se aislaron las células 35 
dendríticas CD11c positivas usando perlas MACS específicas según el protocolo del fabricante (Miltenyi Biotech) y 
se infectaron a MOI de 100 usando rAd.IL-12 (RheoIL-12 frente a SP1 frente a TTR) durante 24 horas antes de la 
inyección de 10E6 DC en tumores B16 de melanoma s.c. establecidos en día 9 (5 ratones por grupo, tumor en el 
flanco derecho). Los ratones se trataron o no con inyecciones i.p. diarias del ligando activador RG-115830 (30 mg/kg 
en 50 microlitros de DMSO) en los días 0-4 después de la inyección de DC. El tamaño del tumor se controló cada 3-40 
4 días y se presenta en mm cuadrados como el producto de diámetros ortogonales. Para evaluar la especificidad de 
protección asociada a la terapia, todos los animales libres de tumor se re-expusieron con 10E5 células de melanoma 
B16 en el flanco izquierdo frente a células de carcinoma de colon MC38 en el flanco derecho en día 45 después de 
la exposición inicial al tumor B16. Se formaron tumores MC38 pero no se formaron tumores B16. 
 45 
La FIG. 12 muestra una comparación entre las cantidades de células dendríticas (DC-SP1-RheoIL-12) inyectadas en 
el tumor B16 (105, 106, 107) y la longitud de tiempo de administración de ligando y regresión tumoral en modelo de 
ratón de tumor de melanoma B16 (6 días, 13 días). La FIG. 12 muestra la dependencia de la dosis de DC 
transducidas inyectadas en el tumor y la duración de administración de AD (inyección i.p., 30 mg/kg/día) sobre la 
inhibición del crecimiento tumoral. Se dio a los ratones que albergaban tumor una única inyección intratumoral de 50 
AdDC a dosis de 105, 106, y 107 células e inyección i.p. diaria de ligando activador en una única dosis de 30 
mg/kg/día durante 6 días o 13 días empezando en el día de la inyección de 107 células. Además, se observó una 
supresión significativamente más robusta del crecimiento tumoral so el ligando activador se proporcionaba durante 
13 días en lugar de 6 días. El ligando (RG-115932) administrado durante 13 días en una fila en combinación con 107 
células dendríticas fue eficaz en causar regresión tumoral durante un periodo de 25 días. Esto sugiere que en 55 
contraste con la creencia de que las DC transducidas ex vivo sobreviven solamente unos pocos días después de su 
inyección en tumores, las AdDC que expresan IL-12 bajo el control de los RTS probablemente aún interaccionan 
durante más de 1 semana después de la inyección intratumoral y pueden incluso permanecer vidas y sensibles al 
ligando activador durante tanto como 13 días después de la inyección. No hubo efecto del ligando activador en 
solitario (sin AdDC) sobre el crecimiento tumoral. 60 
 
En un experimento similar a la FIG. 12, el ligando activador se administró por sonda oral durante 9 y 12 días. Se 
evaluó la respuesta a dosis anti-tumoral con una formulación oral del ligando activador a diferentes dosis en 
Labrasol. Se observó un efecto anti-tumoral dependiente de dosis y las mayores respuestas se observaron en 
animales que recibieron 50 mg/kg/día por vía oral durante 12 días. De hecho, a todas las dosis ensayadas, el 65 
tratamiento de 13 días con ligando activador fue superior a los 9 días de tratamiento con fármaco activador. Esto 
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sugiere que las DC que sobreviven y sostienen la producción de IL-12 durante al menos 9 a 12 días in vivo (en el 
microentorno tumoral u órganos linfoides) son importantes para una eficacia óptima de tratamiento. 
 
La FIG. 13 muestra que la terapia descrita en este documento no estaba asociada con una pérdida adversa en el 
peso del animal debido a debilitamiento. El debilitamiento y la pérdida de peso están a menudo asociados con 5 
elevados niveles de interferón-gamma y TNF-alfa que se sabe que están regulados positivamente en respuesta a IL-
12. 
 
Se establecieron melanomas B16 s.c. durante 7 días en los flancos derechos de 5 ratones B6 singénicos. En el día 
7, se inyectaron por vía intratumoral (i.t.) DC.SP1-IL-12 (DC derivadas de médula ósea infectadas a una MOI de 100 10 
usando el conmutador óptimo SP1) a dosis de 10E5, 10E6 o 10E7. Se proporcionó RG-115932 por inyección i.p. 
empezando en el día de la inyección de DC (y diariamente después de ello durante 6 días o 13 días). Cada cohorte 
contenía 5 animales, con crecimiento tumoral controlado cada 3-4 días y presentado como tamaño medio (mm 
cuadrados basado en el producto de mediciones ortogonales). También se evaluaron los pesos de los animales 
individuales en el momento de las mediciones del tumor (FIG. 13). Todos los animales que quedaron libres de 15 
enfermedad por cualquier terapia se re-expusieron en el día 50 (después de la inoculación inicial de tumor B16) con 
10E5 células de melanoma B16 en el flanco opuesto (flanco izquierdo) del tumor original y con 10E5 células de 
carcinoma de colon MC38 en el flanco derecho. El crecimiento tumoral se controló cada 3-4 días y se comparó 
frente al crecimiento observado en animales vírgenes (sin tratar) (véase la FIG. 12). 
 20 
La FIG. 14 muestra la ausencia de formación de tumor de melanoma B16 después de re-exposición de ratones 
previamente tratados con células dendríticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch adenoviral recombinante 
y ligando activador RG-115932. La FIG. 14 por lo tanto muestra que se evitaba que los tumores B16 de melanoma 
crecieran durante hasta 24 días cuando los ratones inmunes a B16 se volvían a inocular con células B16. La FIG. 14 
también ilustra que ratones vírgenes a B16 no estaban protegidos contra la formación de tumores, al igual que los 25 
ratones inmunes a MC38 y los ratones vírgenes a MC38. MC38 es un carcinoma de colon conocido en la técnica. 
Esto demuestra la especificidad de inmunización causada por la inyección original de tumor B16 con células 
dendríticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch adenoviral recombinante. 
 
Las DC producidas por diferenciación de células CD14+ son de fenotipo inmaduro y no producen niveles detectables 30 
de IL-12 (Cella et al. 1999). La FIG. 15 indica que las DC murinas producidas por tratamiento de células de médula 
ósea con GM-CSF e IL-4 durante 7 días seguido de selección CD11c+ también mostraron ausencia de expresión 
detectable de IL-12 después de transducción con el vector adenoviral que alberga IL-12 bajo el control del RTS. El 
tratamiento de las células transducidas con dosis variables del fármaco activador (RG-115932) produjo IL-12 de un 
modo dependiente de dosis. 35 
 
Se ha informado de que la transducción adenoviral induce algún grado de maduración en las DC por interacción 
pentona-integrina que conduce a la producción de TNF-alfa a través de la vía de activación NFkB. Se ha informado 
de que la acción autocrina de TNF-alfa es la señal de inducción de la maduración para DC en este caso (Philpott et 
al., 2004). Se espera que la corta transducción adenoviral (2-3 horas) usada y la elección de la MOI para los niveles 40 
mínimos requeridos limiten este efecto de maduración prematura. 
 
Ejemplo 4 
 
En este ejemplo, se aislaron células dendríticas de médula ósea, se transdujeron con las construcciones 45 
adenovirales representadas en la FIG. 7, y a ratones que albergaban gliomas GL261 intracraneales singénicos se 
les inyectaron por vía intratumoral células dendríticas modificadas por ingeniería; y se inyectó por vía intra-peritoneal 
RG-115830. La FIG. 7 muestra los resultados de inyección intratumoral de glioma GL261 intracraneal de ratón con 
células dendríticas transducidas con polinucleótidos que codifican IL-12 y/o IFN-alfa bajo el control de RTS o que 
carecen de RTS. Los datos revelan que la expresión inducida por ligando de IFN-alfa e IL-12 a través de la 50 
activación del RTS con el ligando RG-115830 promovía supervivencia del 75 por ciento a los 50 días de ratones con 
glioma GL261; en comparación con la expresión de IFN-alfa en solitario. Además, el control proporcionado por el 
RheoSwitch y el ligando promovió supervivencia potenciada. 
 
Ejemplo 5 55 
 
Se evaluará la seguridad, tolerancia, función del transgén, y efectos inmunológicos de una o más inyecciones 
intratumorales de células dendríticas autólogas transducidas con adenovirus modificadas para expresar hIL-12 bajo 
el control del RTS en sujetos con melanoma en fase III y IV a través de procedimientos tales como los descritos a 
continuación. 60 
 
Se realizará un estudio que implica sujetos de estudio con melanoma en fase III y IV en 4 cohortes (grupos) de 
sujetos recibiendo cada sujeto una única inyección intratumoral (en un tumor de melanoma) de células dendríticas 
(DC) autólogas transducidas con adenovirus (reinsertadas en el mismos sujeto del que proceden) modificadas para 
expresar interleuquina-12 humana (hIL-12) a una dosis de 5 x 107 en combinación con dosis orales diarias de 65 
fármaco activador (ligando activador). El estudio usará inyecciones de células dendríticas transducidas ex vivo 
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(después de retirar las células de los sujetos) con vector adenoviral para la expresión inducible de IL-12 humana, La 
producción de IL-12 se "activa" (induce) a partir de las DC inyectadas a través de la activación del RTS por la 
administración oral del fármaco activador (RG-115932). Se evaluarán la seguridad y la tolerancia a través de 
exámenes físicos (incluyendo estado de función ECOG), mediciones de signos vitales, química sérica, análisis de 
orina, hematología, acontecimientos adversos "efectos secundarios ", y anticuerpos y respuesta inmune celular al 5 
adenovirus, componentes del RTS, y el fármaco activador. Para evaluar el progreso, se medirá la 
farmacocinética/ADME de una sola dosis y en estado estacionario del fármaco activador oral y sus metabolitos 
principales, el análisis de los niveles de hIL-12 y la respuesta inmune celular (células T) en biopsias de los tumores 
diana, ganglios linfáticos de drenaje, y circulación periférica, así como un perfil de citoquinas séricas. 
 10 
Por ejemplo, se dividen 16 sujetos con melanoma en fase III y IV en cuatro cohortes conteniendo las cohortes 1 y 2 
tres sujetos y conteniendo las cohortes 3 y 4 5 sujetos. Todos los sujetos recibirán una única inyección intratumoral 
de 5x107 DC autólogas transducidas con vector adenoviral que codifica IL-12 humana bajo el control del RTS. Los 
sujetos recibirán una única dosis oral diaria de fármaco activador (cohorte 1: 0,01 mg/kg, cohorte 2: 0,1 mg/kg, 
cohorte 3: 1,0 mg/kg o cohorte 4: 3 mg/kg) comenzando la primera aproximadamente 3 horas antes de la inyección 15 
de DC en el día 1 y continuando durante 13 días consecutivos más. Puede administrarse una o más inyecciones 
adicionales de células dendríticas autólogas transducidas con adenovirus en combinación con 14 dosis orales 
diarias individuales (una vez) de fármaco activador a sujetos elegibles que cumplan los criterios para el 
retratamiento. Se evalúan la seguridad, tolerancia, y función de las células dendríticas para todos los sujetos en 
cada grupo de la cohorte 1 durante hasta un mes después de la inyección de las células dendríticas modificadas por 20 
ingeniería in vitro antes de registrar a los sujetos para recibir la siguiente dosis más alta del fármaco activador. La 
evaluación de la seguridad continuará en todos los sujetos durante 3 meses después de la inyección inicial de las 
células dendríticas modificadas por ingeniería con la posibilidad de prolongar el periodo de seguimiento hasta un 
total de seis meses para controlar la seguridad en el sujeto si se observa toxicidad o el sujeto recibe una o más 
inyecciones adicionales de las células dendríticas. 25 
 
Dicho estudio demuestra la seguridad y tolerancia de una o múltiples inyecciones intratumorales de células 
dendríticas autólogas transducidas con adenovirus en combinación con un fármaco activador oral en sujetos con 
melanoma. El estudio proporciona farmacocinética/ADME en estado estacionario del fármaco activador oral. El 
estudio demuestra la funcionalidad del RTS en sujetos midiendo la expresión de hIL-12 de células dendríticas 30 
autólogas transducidas con adenovirus en tumor diana y/o ganglios linfáticos de drenaje en respuesta a la activación 
del RTS por la administración oral del fármaco activador. Además, el estudio demuestra los efectos inmunológicos 
de las células dendríticas autólogas transducidas con adenovirus en términos de la respuesta inmune celular en el 
tumor diana, ganglios linfáticos de drenaje, y circulación periférica después de administración oral del fármaco 
activador. 35 
 
Se selecciona melanoma como cáncer ejemplar (para su uso con el RTS) porque los pacientes en fase III y IV no 
tienen terapias viables disponibles, el melanoma en particular entre los tumores sólidos ha demostrado responder a 
enfoques de inmunoterapia, y los tumores de melanoma son fácilmente accesibles para inyección intratumoral y 
biopsia. Los sujetos incluidos en el estudio tienen melanoma no extirpable en fase III o IV, que tiene al menos 0,5 cm 40 
de diámetro, cualquier grosor del tumor, cualquier cantidad de ganglios linfáticos implicados, metástasis en tránsito, 
o metástasis distantes. 
 
5.1. Preparación de adenovirus que alberga el sistema terapéutico RheoSwitch y hIL-12 
 45 
Se transfiere el ADN recombinante a células dendríticas (DC) por transducción de vector adenoviral ex vivo. El ADN 
recombinante se usa para expresar IL-12 humana (p70) a partir de células dendríticas inmaduras inyectadas por vía 
intratumoral que confiere supervivencia y estimula la maduración de las DC en el entorno tumoral provocando su 
posterior migración a los ganglios linfáticos de drenaje. Esto conduce a una desviación hacia la diferenciación de 
células auxiliares T al tipo Th1 y también a la activación de células T citotóxicas específicas de tumor por cebado 50 
cruzado con los antígenos tumorales. 
 
El ADN recombinante usado como vector adenoviral recombinante permite la expresión de IL-12 humana bajo el 
control del sistema terapéutico RheoSwitch® (RTS). El RTS comprende un mensaje bicistrónico expresado a partir 
del promotor de ubiquitina C humana y codifica dos proteínas de fusión: Gal4-EcR y VP16-RXR. Gal4-EcR es una 55 
fusión entre el dominio de unión a ADN (aminoácidos 1-147) de Gal4 de levadura y los dominios DEF del receptor de 
ecdisona del insecto Choristoneura fumiferana. En otra realización, el RTS consiste en un mensaje bicistrónico 
expresado a partir del promotor de ubiquitina C humana y codifica dos proteínas de fusión: Gal4-EcR y VP16-RXR. 
Gal4-EcR es una fusión entre el dominio de unión a ADN (aminoácidos 1-147) de Gal4 de levadura y los dominios 
DEF del receptor de ecdisona del insecto Choristoneura fumiferana. VP16-RXR es una fusión entre el dominio de 60 
activación de la transcripción de HSV-VP16 y los dominios EF de un RXR quimérico derivado de secuencias 
humanas y de langosta. Estas secuencias Gal4-EcR y VP16-RXR están separadas por un sitio interno de entrada al 
ribosoma (IRES) de EMCV. Estas dos proteínas de fusión dimerizan cuando Gal4-EcR se une a un fármaco de 
molécula pequeña (RG-115932) y activan la transcripción de hIL-12 a partir del promotor sensible a Gal4 que 
contiene seis sitios de unión a Gal4 y un promotor mínimo sintético. La unidad de transcripción del RTS descrita 65 
anteriormente se coloca cadena abajo de la unidad de transcripción de hIL-12. Este casete RTS-hIL12 completo se 
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incorpora en el genoma de adenovirus 5 en el sitio donde la región E1 se ha delecionado. La estructura adenoviral 
también carece del gen E3. Se muestra un mapa para el vector adenoviral Ad-RTS-hIL-12 en la FIG. 8. 
 
El vector adenoviral recombinante usado en este estudio contiene los siguientes elementos reguladores ejemplares 
además de las secuencias del vector viral: promotor de ubiquitina C humana, sitio interno de entrada al ribosoma 5 
derivado de EMCV, un promotor inducible que contiene 6 copias del sitio de unión a Gal4, 3 copias de los sitios de 
unión a SP-1, y una secuencia de promotor mínimo sintético, sitios de poliadenilación de SV40, y una secuencia de 
terminación de la transcripción derivada del gen de la alfa-globina humana. Debe entenderse que podrían utilizarse 
otros elementos reguladores como alternativas. 
 10 
Un vector adenoviral recombinante ejemplar Ad-RTS-hIL-12 se ha producido del siguiente modo. Las secuencias 
codificantes para las proteínas de fusión de receptor, VP16-RXR y Gal4-EcR separadas por el EMCV-IRES (sitio 
interno de entrada al ribosoma), se insertan en el vector adenoviral lanzadera bajo el control del promotor de 
ubiquitina C humana (promotor constitutivo). Posteriormente, las secuencias codificantes para las subunidades p40 y 
p35 de hIL-12 separadas por IRES, colocadas bajo el control de un promotor inducible sintético que contiene 6 15 
copias del sitio de unión a Gal4 se insertan cadena arriba del promotor de ubiquitina C y las secuencias del receptor. 
El vector lanzadera contiene las secuencias del adenovirus serotipo 5 desde el extremo izquierdo hasta la unidad de 
mapa 16 (mu16), del cual están delecionadas las secuencias E1 y remplazadas por las secuencias de RTS e IL-12 
(RTS-hIL-12). El vector lanzadera que porta el RTS-hIL-12 se ensaya por transfección transitoria en células HT-1080 
para la expresión de IL-12 dependiente de fármaco activador. El vector lanzadera después se recombina con la 20 
estructura adenoviral por cotransfección en células HEK 293 para obtener adenovirus recombinante Ad-RTS-hIL-12. 
La estructura adenoviral contiene deleciones de secuencia de mu 0 a 9,2 en el extremo izquierdo del genoma y el 
gen E3. El vector lanzadera y la estructura adenoviral contienen la secuencia solapante desde mu9,2 hasta mu16 
que permite la recombinación entre ellos y la producción del vector adenoviral recombinante. Como el vector 
adenoviral recombinante es deficiente en las regiones E1 y E3, el virus es deficiente en la replicación en células 25 
normales de mamífero. Sin embargo, el virus puede replicarse en células HEK 293 que albergan la región E1 del 
adenovirus-5 y por tanto proporcionan la función E1 en trans. 
 
Un vector adenoviral recombinante ejemplar se ha producido del siguiente modo: El vector lanzadera linealizado que 
porta los elementos de ADN para la expresión inducible de IL12 humana, y la estructura adenoviral se co-transfectan 30 
en células HEK293. La recombinación entre las secuencias solapantes en el vector lanzadera y la estructura viral 
provoca la producción de adenovirus recombinante y se compacta en partículas virales en las células HEK293. Las 
células HEK293 se cultivan en DMEM que contiene suero bovino fetal. 
 
El virus usado para el estudio propuesto se purificó por centrifugación en gradiente de densidad de CsCl. El 35 
adenovirus recombinante experimenta dos rodas de purificación de placas y la reserva de siembra resultante se usa 
para producir un banco viral maestro (MVB) por amplificación en células HEK293 a partir de un banco de células 
maestras caracterizado completamente. El MVB experimenta ensayos extensivos de liberación de GMPc/GLP 
incluyendo adenovirus competente en replicación (RCA), esterilidad, micoplasma, virus adventicios, retrovirus, virus 
humanos VIH1/2, HTLV1/2, HAV, HBV, HCV, EBV, B19, CMV, HHV-6, 7 y 8, virus bovino y porcino, secuenciación 40 
de vector completo y ensayo funcional por expresión de IL12 inducida por AD en líneas celulares humanas. 
 
El virus del MVB puede usarse para la producción del virus purificado en una instalación de GMPc y puede 
experimentar de nuevo ensayos de liberación incluyendo identidad, RCA, esterilidad, micoplasma, virus adventicios, 
proporciones de partícula viral-a-unidades infecciosas, contaminación de ADN de la célula hospedadora, endotoxina 45 
y proteínas y ensayo funcional por expresión de IL12 inducida por AD en líneas celulares humanas. 
 
6.2. Transducción de células dendríticas autólogas por adenovirus que contiene transgén de hIL-12 y sistema 
terapéutico RheoSwitch® (RTS) 
 50 
Se transducen ex vivo células dendríticas derivadas de sujetos humanos y se inyectan en el tumor. Las DC se 
caracterizarán antes de la transducción viral para la viabilidad, pureza (normalmente >80 % células muestran 
fenotipo DC), esterilidad, micoplasma y endotoxina. Después de la transducción viral, las células se lavan 
repetidamente para retirar cualquier virus no absorbido. Se ensayará el sobrenadante del último lavado para el 
contenido de virus residual por PCR. Como las DC se transducen ex vivo por vector adenoviral (virus no integrante) 55 
y la vida útil de las DC después de inyección intratumoral y la posterior migración a los ganglios linfáticos de drenaje 
es corta, no se espera que se incorpore ADN viral en muchas células no diana. Se espera que el protocolo usado 
para la transducción adenoviral de DC produzca un 80-90 % de transducción y se considera muy eficaz. 
 
Recogida de PBMC por leucoféresis: Los sujetos experimentaron una leucoféresis convencional de 90 to 120 60 
minutos en la Apheresis Unit of the UPCI Outpatient. El procedimiento leucoféresis implica la retirada de sangre de 
una vena de un brazo; el paso de la sangre a través de una centrífuga (separador celular), donde sus componentes 
se separan y se retiran uno o más componentes; y el retorno de los componentes restantes a la vena del sujeto en el 
mismo o el otro brazo. Se extrae no más del 15 % del volumen total de sangre del sujeto en momento cualquiera 
según se procesa la sangre a través del dispositivo separador celular. En el separador celular, la sangre se separa 65 
en plasma, plaquetas, glóbulos blancos y glóbulos rojos. Los glóbulos blancos (WBC) se retiran y todos los demás 
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componentes se devuelven a la circulación del sujeto. Se hace todo intento posible por usar dos líneas IV periféricas 
para este procedimiento. No ello no es posible, puede ser necesaria una línea central. El sujeto debe tener claro por 
parte del médico que va a experimentar leucoféresis, y se le explorará de forma rutinaria para los signos vitales 
(incluyendo presión sanguínea) antes del procedimiento. 
 5 
Procesamiento: Después de la recogida, el paquete leucocitario se entregan en mano al CPL, y se procesa 
inmediatamente por elutriación centrífuga en ELUTRA™. Este es un sistema cerrado validado para uso clínico. La 
fracción de monocitos se recupera, y después de la recuperación y de establecer la viabilidad de las células, se 
transfieren a un cartucho Aastrom para cultivo de 6 días en presencia de IL-4 y GM-CSF. Todos los procedimientos 
de procesado y lavado se realizan en condiciones estériles. 10 
 
Siembra inicial: Se cuentan los monocitos recuperados de un único paquete leucocitario en presencia de un 
colorante de azul tripano para determinar la cantidad de células viables. Los monocitos se evalúan para la pureza 
por citometría de flujo. Los monocitos se resuspenden a 5 a 10 x 106 células/ml en medio sin suero y sin antibiótico 
CellGenix, que contiene 1.000 IU/ml de IL-4 y 1.000 IU/ml de GM-CSF por SOP-CPL-0166, y se colocan en un 15 
cartucho Aastrom. Se requiere un volumen de carga mínimo de 50 ml y una cantidad mínima de células para la 
inoculación de casete. 
 
Cultivo: El cartucho Aastrom se coloca en la incubadora en el sistema Replicell, un dispositivo de cultivo 
completamente cerrado y automatizado compatible con GMPc para la generación de DC inmaduras. 20 
 
Recogida de DC inmaduras: En el día 6, el cartucho Aastrom se retira de la incubadora y se recogen las DC 
inmaduras. Las células se recogen por centrifugación a 1.500 rpm, se lavan en medio CellGenix, se cuentan en 
presencia de un colorante de azul tripano y se comprueban para las características morfológicas y fenotípicas. 
 25 
Viabilidad: Ésta se determina realizando recuentos celulares en hemocitómetro en presencia de azul de tripano. 
Generalmente, >95 % de las células recogidas son viables, es decir, excluyen el colorante de azul tripano. Si la 
viabilidad es menor del 70 % se descartarán las DC inmaduras. 
 
Fenotipado: Las células generadas en cultivo se cuentan por observación microscópica en un hemocitómetro, y se 30 
obtiene un reciento diferencial preliminar (DC frente a linfocitos) usando un colorante de azul tripano. La 
confirmación del recuento diferencial se hace por citometría de flujo, sensibilizado para DC frente a linfocitos y 
usando propiedades de alta dispersión directa y lateral de las DC inmaduras como criterio para su identificación. Las 
DC inmaduras contienen rutinariamente >80 % de células con morfología de célula dendrítica y tienen fenotipo DC. 
 35 
Ensayo de potencia de IL-12p70: Se ha establecido que las DC maduras (mDC) tienen la capacidad de producir IL-
12p70 de forma espontánea o tras la activación con CD40L con o sin adición de señales inmunes innatas (por 
ejemplo, LPS). Se recientemente se estableció un ensayo de producción normalizada de IL-12p70 y es aplicable a 
muestras pequeñas o lotes grandes de vacunas DC generadas en una diversidad de condiciones. El actual ensayo 
de potencia consiste en dos etapas distintas, implicando la primera la co-incubación de DC respondedoras con 40 
células de linfoma J588 transfectadas de forma estable con el gen del ligando CD40 humano como estimulador. La 
segunda etapa implica ensayar los sobrenadantes de estos co-cultivos para los niveles de IL-12p70 secretada por 
las DC estimuladas con J558/CD40L +/- LPS en el sistema Luminex. Este ensayo de potencia tiene una CV inter-
ensayo del 18,5 % (n=30) y un amplio rango dinámico, que facilita la evaluación de diversos productos DC 
caracterizados por niveles muy diferentes de producción de IL-12p70. El rango normal para el ensayo establecido 45 
usando productos DC generados a partir de monocitos de 13 donantes normales fue de 8-999 pg/ml, con una media 
de 270 pg/ml 
 
Producción y criterios de liberación para células dendríticas 
 50 
Cada lote de las células dendríticas generadas in vitro se ensaya para la presencia de contaminantes microbianos 
(bacterias aeróbicas y anaeróbicas, hongos y micoplasma), así como endotoxina y se caracterizan fenonormalmente 
y funcionalmente. Todas las células dendríticas a inyectar en sujetos serán frescas y no experimentarán 
crioconservación. 
 55 
Ensayo de garantía de calidad de DC: Las DC generadas como se ha descrito anteriormente se evalúan para la 
esterilidad, viabilidad, pureza, potencia y estabilidad. Los criterios para la liberación del producto celular están 
establecidos y se siguen rigurosamente. 
 
Viabilidad: Las células generadas en cultivo se cuentan por observación microscópica en un hemocitómetro, y se 60 
obtiene un recuento diferencial (DC frente a linfocitos) usando un colorante de azul tripano. Este recuento 
proporciona el porcentaje de células viables en el cultivo ensayado. Se requiere más del 70 % de viabilidad celular 
por exclusión de azul de tripano y un mínimo del 70 % de células que expresan HLA-DR y CD86 como marcadores 
DC derivadas de monocitos para pasar los criterios de liberación. Pueden incluirse marcadores adicionales para 
análisis de exploración tales como CD83 y CCR7 para evaluar el estado de maduración de DC, y CD3 y CD19 para 65 
evaluar la contaminación con linfocitos. 
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Pureza: Se usa análisis de citometría de flujo de dos colores de células teñidas con mAb conjugados con FITC y 
PEc para determinar que la población DC identificada morfológicamente expresa los antígenos de superficie 
definidos para DC y carece de antígenos de monocitos y linaje de células T y B. Para la preparación de vacunas, las 
DC generadas deben expresar HLA-DR y CD86 y no deben expresar CD3, CD19, o CD14. Para considerarse mDC, 
las células deben expresar CD83+ y CCR7+. 5 
 
Potencia: Para definir una medida de potencia para las DC, se determinó su capacidad de producir IL-12p70 como 
se ha descrito anteriormente. 
 
Esterilidad: Las DC se ensayan por cultivo bacteriano (aeróbico y anaeróbico) y fúngico usando el sistema BD 10 
Bactec (Becton Dickinson Co., Sparks, MD) del University of Pittsburgh Medical Center Microbiology Laboratory. Los 
resultados finales de los cultivos microbianos están disponibles en 14 días. Antes de la liberación de las DC para uso 
de vacuna, se realiza una tinción gram y debe ser negativa para la presencia de microorganismos. 
 
El IMCPL ensaya micoplasma mediante el uso del Gen-Probe Mycoplasma Tissue Culture Rapid Detection System 15 
(Gen-Probe, Inc. San Diego, CA), que se nasa en tecnología de hibridación de ácido nucleico. El ensayo de 
endotoxina se realiza usando el ensayo Limulus Amoebocyte Lysate Pirogen Plus (Bio Whittaker, Inc., Walkerville, 
MD). El ensayo de endotoxina se realiza sobre el cultivo celular en el momento de la recogida y antes de la 
liberación del producto final. El nivel aceptable de endotoxina es <5 EU/kg de peso corporal. Las células dendríticas 
no transducidas y transducidas se crioconservarán para análisis futuro. 20 
 
Se espera que las células transducidas expresen el transgén. Se espera que más del 80 % de las DC estén 
transducidas. El producto será biológicamente activo ya que se mantiene la secuencia codificante nativa en el 
transgén. Las DC transducidas con virus inyectadas en el tumor son de fenotipo DC inmaduro y no expresan IL-12 
hasta que experimentan maduración, y por tanto en esta fase, la expresión de IL-12 es principalmente procedente 25 
del transgén. Como la expresión del transgén de IL-12 se induce mediante el fármaco activador de molécula 
pequeña RG-115932 de un modo dependiente de dosis, no se puede controlar el nivel de expresión transgénica en 
las DC transducidas a los niveles deseados. Una pequeña porción de las DC transducidas preparadas para 
administración a los sujetos humanos puede ensayarse in vitro para la inducción de la expresión de IL12 
dependiente de fármaco activador. La expresión de IL-12 puede ensayarse por ELISA con una sensibilidad de 4 30 
ng/ml. 
 
El modelo de tumor de ratón in vivo es similar a los estudios humanos porque los ratones que albergan tumor de 
melanoma (B16) subcutáneo se trataron del mismo modo que el estudio en seres humanos propuesto mediante la 
inyección de DC transducidas con adenovirus e inducción del transgén de IL12 murina. Después de observar 35 
regresión tumoral, la re-exposición con las mismas células tumores no provocó crecimiento tumoral, lo que indica 
inmunidad tumoral sistémica. 
 
Se espera que la inducción in vitro de IL-12 a partir de células transducidas por el vector usado en el estudio 
propuesto produzca aproximadamente 500 ng de IL-12 por 106 células en 24 horas, determinado por ELISA. En 40 
estudios preclínicos usando modelo de ratón de melanoma, la inyección intratumoral de 106 o más DC transducidas 
mostró eficacia. Sin embargo, se espera que la inyección intratumoral requerida pueda mostrar eficacia a niveles por 
debajo de este cantidad y por lo tanto pueden utilizarse inyecciones de 5x107 DC transducidas como punto de 
partida para determinar si se requieren cantidades menores o mayores. 
 45 
Por ejemplo, in vitro, las líneas celulares humana y de ratón y las células dendríticas primarias transducidas con 
vector adenoviral recombinante que porta los genes para IL12 muestran inducción de expresión de IL12 en 
respuesta al fármaco activador de un modo dependiente de dosis. 
 
La transducción adenoviral de DC humanas a diferentes MOI y para diferente duración de adsorción viral mostró 50 
transducción eficaz de estas células por absorción viral de 3 horas a MOI de 500. El fármaco activador indujo la 
expresión de IL-12 en estas DC humanas transducidas (FIG. 9). 
 
Para experimentos in vivo en un modelo de melanoma de ratón descrito anteriormente, se dio a ratones C57/BL6 
inyecciones subcutáneas de células B16 para formar tumores. La inyección intratumoral de DC transducidas con 55 
vector adenoviral que porta los genes murino de IL-12 bajo el control del RTS, junto con la administración del 
fármaco activador provocó inmunidad sistémica específica para el tumor. El tratamiento provocó regresión tumoral. 
La re-exposición de los ratones curados después de 50 días con células B16 mostró que las células B16 no 
formaban tumores. Esta inducción de inmunidad a tumor fue dependiente de la administración del fármaco activador, 
y por tanto, la expresión de IL-12, en las DC transducidas inyectadas. El fármaco activador fue eficaz en las vías 60 
intraperitoneal y oral. Véanse las FIG. 11 y FIG. 14. 
 
6.3. Formulación de fármaco activador 
 
El fármaco activador usado en este documento se formula en una cualquiera de las siguientes formulaciones: 65 
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 (1) 100 % Labrasol; 
 (2) Labrasol aromatizado Listerine (Latitude Pharmaceuticals Inc., EEUU) que comprende (a) mentol, (b) timol, 

(c) eucaliptol, (d) aspartamo, (e) sacarina sódica, (f) ácido cítrico, (g) aroma de menta, (h) aroma de crema, (i) 
labrasol; 

 (3) Miglyol 812 y phospholipon 90G (Latitude Pharmaceuticals Inc., EEUU); o 5 
 (4) Miglyol 812, phospholipon 90G y succinato de vitamina E tocoferil polietilenglicol (Latitude Pharmaceuticals 

Inc., EEUU). 
 
6.4. Suministro 
 10 
Aunque puede imaginarse una diversidad de concentraciones y protocolos específicos, un ejemplo para tratar 
pacientes incluiría pacientes que reciben una o más inyecciones intratumorales de células dendríticas autólogas 
transducidas (AdDC) a una concentración de 5 x 107 suspendidas en solución salina estéril modificadas para 
expresar hIL-12 (interleuquina 12 humana) bajo el control del RTS en combinación con el fármaco activador oral 
(RG-115932). 15 
 
6.4.1. Tratamiento inicial 
 
Día 1 visita intrahospitalaria: En el día 1, se realiza la exploración física inicial (incluyendo signos vitales, peso, y 
estado ECOG). Se recoge orina y se extrae sangre para la química sérica, análisis de orina, y hematología iniciales 20 
(perfil de seguridad). Aproximadamente 3 horas antes de la inyección intratumoral de las células dendríticas 
modificadas por ingeniería in vitro, a cada paciente se le dosifica un fármaco activador (cohorte 1 - 0,01 mg/kg, 0,3 
mg/kg, 1,0 mg/kg, y 3 mg/kg) inmediatamente después de una comida. Se extrae sangre a intervalos de tiempo 
específicos (predosis, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 12, 16, y 24 horas después de la dosis de AD) en el día 1 para la 
evaluación de la farmacocinética de dosis individual del fármaco activador y sus metabolitos principales. Cada sujeto 25 
recibe una única inyección intratumoral de células dendríticas autólogas transducidas con adenovirus a una 
concentración de 5 x 107 células, modificadas para expresar hIL-12 bajo el control del RTS. Los sujetos se controlan 
cuidadosamente para reacciones locales en el sitio de inyección y/o reacciones de hipersensibilidad. Día 2 a 14 
visita intrahospitalaria: En los días 2 a 14, se dosifica a cada sujeto el fármaco activador inmediatamente después de 
una comida. Se recogen diariamente los signos vitales y acontecimientos adversos en los días 2 a 14. En el día 4 ± 30 
24 horas, se retiran biopsias del tumor y/o ganglios linfáticos de drenaje de aproximadamente el 50 % de los sujetos 
para la medición de hIL-12 y la respuesta inmune celular. En el día 8, se mide el peso. En el día 8 ± 24 horas, se 
retiran biopsias del tumor y/o ganglios linfáticos de drenaje de sujetos a los que no se realizó biopsia en el día 4 para 
la medición de hIL-12 y la respuesta inmune celular. Se extrae sangre en el día 4 ± 24 horas y el día 8 ± 24 horas 
para el ensayo de anticuerpos potenciales y respuesta inmune celular contra el adenovirus y/o los componentes del 35 
RTS. También se obtiene un perfil de citoquinas séricas para determinar si la expresión de otras citoquinas está 
afectada por el tratamiento con el transgén de hIL-12. En el día 8, se recoge orina y se extrae sangre para química 
sérica, análisis de orina, y hematología basales (perfil de seguridad). En el día 8, se extrae sangre a intervalos de 
tiempo específicos (predosis, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, y 24 horas después de la dosis de AD) para la evaluación de 
la farmacocinética/ADME en estado estacionario del fármaco activador y sus metabolitos principales. 40 
 
Día 14 visita intrahospitalaria: En el día 14, se dosifica a cada sujeto el fármaco activador inmediatamente después 
de una comida. Cada sujeto recibe una exploración física (incluyendo signos vitales, altura, peso y estado ECOG). 
Se recoge orina y se extrae sangre para química sérica, análisis de orina, y hematología (perfil de seguridad). Se 
extrae sangre en el día 14 ± 24 horas para el ensayo de anticuerpos potenciales y la respuesta inmune celular 45 
contra el adenovirus y/o los componentes del RTS. También se obtiene un perfil de citoquinas séricas para 
determinar si la expresión de otras citoquinas está afectada. 
 
Se recoge sangre de los sujetos en visitas específicas intrahospitalarias y externas para medir anticuerpos 
potenciales y la respuesta inmune celular contra el adenovirus y los componentes del RTS. Se obtiene sangre para 50 
un perfil basal de citoquinas séricas. Se usa el ensayo de tipo bloqueo de infectividad de AdVeGFP para detectar 
una respuesta de anticuerpo contra el vector adenoviral (Gambotto, Robins et al. 2004). La respuesta de anticuerpos 
contra los componentes del RTS se evaluará por transferencia de western y/o ELISA usando suero del paciente y 
las proteínas RTS producidas a partir de un vector de expresión. Además, se hará ensayo combinado de citoquinas 
en el suero por Luminex para IL-12, IFN-gamma, IP-10, y otras citoquinas Th1/Th2 tales como IL-2, TNF-alfa, IL-4, 55 
IL-5, e IL-10. Estos ensayos de anticuerpos y citoquinas necesitarán aproximadamente 10 ml de sangre. 
 
Los ensayos de respuesta inmune celular usan aproximadamente 50-60 ml de sangre y se separan los subconjuntos 
de células T CD4 y CD8 de la misma. Las células T separadas se mezclan con DC autólogas transducidas con 
vector AdV vacío, vector AdV-RTS, o AdV-RTS-hIL12 en un ensayo ELISPOT para la producción de INF-gamma por 60 
parte de las células T activadas por los antígenos derivados de AdV y RTS, si los hay. Se realizan ensayos similares 
usando las células tumorales tal cual y/o DC que expresan antígenos de melanoma compartidos para evaluar la 
respuesta prematura al tumor. También se realizan ensayos adicionales según lo necesario. 
 
En el día 14 ± 24 horas, se retiran biopsias del tumor y/o ganglios linfáticos de drenaje de todos los sujetos que 65 
tengan tejido disponible para la medición de hIL-12 y la respuesta inmune celular. Se registran los acontecimientos 
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adversos. Después de completarse los procedimientos del día 14, se da el alta a cada sujeto de la clínica 
hospitalaria y se le pida que vuelva en aproximadamente 3 semanas para la visita externa de seguimiento de 1 mes. 
 
Visita de terminación prematura: Si un sujeto no puede completar la fase de tratamiento intrahospitalario, se 
realizarán los siguientes procedimientos de la visita de terminación prematura antes de dar el alta de la clínica. Cada 5 
sujeto recibe una exploración física (incluyendo signos vitales, altura, peso y estado ECOG). Se recoge orina y se 
extrae sangre para química sérica, análisis de orina, y hematología (perfil de seguridad). Se extraerá sangre para el 
ensayo de anticuerpos potenciales y la respuesta inmune celular contra el adenovirus y/o los componentes del RTS 
como se ha descrito anteriormente. También se obtendrá un perfil de citoquinas séricas como se ha descrito 
anteriormente para determinar si la expresión de otras citoquinas está afectada. Se retiran biopsias del tumor y/o 10 
ganglios linfáticos de drenaje de todos los sujetos que tengan tejido disponible para la medición de hIL-12 y la 
respuesta inmune celular. Se registran los acontecimientos adversos. Después de completarse los procedimientos 
de la visita de terminación prematura, se da el alta a cada sujeto de la clínica hospitalaria y se le pide que vuelva en 
aproximadamente 3 semanas para la visita externa de seguimiento de 1 mes. 
 15 
Mes 1 a 4 Visitas de seguimiento: Se recogerán los acontecimientos adversos durante el periodo de seguimiento del 
mes 1 a 4. En las visitas del mes 1, 2, y 3, se realizarán exploraciones físicas de seguimiento (incluyendo signos 
vitales, peso y estado ECOG). Se recogerán orina y sangre en las visitas del mes 1, 2, y 3 para química sérica, 
análisis de orina, y hematología (perfil de seguridad). Se recogerá sangre en la visita del mes 1 y 3 para el ensayo 
de anticuerpos potenciales y la respuesta inmune celular contra el adenovirus y/o los componentes del RTS. Se 20 
obtendrá sangre en la visita del mes 1 para el perfilado de citoquinas séricas. En la visita del mes 1, se realizarán 
biopsias del tumor y/o ganglios linfáticos de drenaje en sujetos con tejido disponible, para la medición de hIL-12 y la 
respuesta inmune celular. Se realizarán escáneres CT/PET en las visitas del mes 2 y 4 para evaluar la progresión o 
regresión global de la enfermedad. 
 25 
Mes 5 a 6 Visitas de seguimiento: Si se observa citotoxicidad relacionada con el fármaco en el mes 3 o mes 4, se 
realizarán visitas de seguimiento del mes 5 a mes 6. Se recogerán los acontecimientos adversos durante el periodo 
de seguimiento del mes 5 al mes 6. Se controlará la seguridad del sujeto mediante llamada telefónica por parte del 
personal de la clínica a cada sujeto durante el mes 5 y a través de una visita externa en el mes 6. Si sucede 
citotoxicidad relacionada con el fármaco o continúa a través del mes 5 y el investigador la considera seria, no 30 
estabilizada, o necesita evaluación adicional; el personal de la clínica no solamente telefoneará al sujeto sino que 
pedirá al sujeto que visite la clínica. En la visita de seguimiento del mes 6 se realizarán exploraciones físicas 
(incluyendo signos vitales, peso y estado ECOG). Se recogerán orina y sangre para química sérica, análisis de 
orina, y hematología (perfil de seguridad). También se recogerá sangre en la visita del mes 6 para el ensayo de 
anticuerpos potenciales y la respuesta inmune celular contra el adenovirus y/o los componentes del RTS. Se 35 
realizarán escáneres CT/PET en la visita del mes 6 para evaluar la progresión o regresión global de la enfermedad. 
 
Criterios de dosificación e interrupción de fármaco activador: Si se determina una toxicidad limitante de dosis (DLT; 
es decir, un total de > 2 de 3 sujetos incluidos en un grupo en la cohorte 1 experimentan toxicidad de grado > 3 de 
acuerdo con CTCAE v3.0), a un nivel de dosis dado al siguiente grupo de 3 sujetos se le administrará el mismo nivel 40 
de dosis de fármaco activador. Si se observa DLT en 1 o más sujetos en el grupo de dosis adicional, se interrumpirá 
el aumento de dosis y la siguiente dosis más baja se considerará la dosis máxima tolerada (MTD), de lo contrario se 
reinicia el aumento de dosis hasta que se alcanza la MTD o hasta una dosis máxima de 10 mg/kg (lo que suceda 
primero). 
 45 
Se evaluará la seguridad, tolerancia, y función del transgén para todos los sujetos en cada grupo de la cohorte 1 
hasta un mes después de la inyección de AdDC antes de aceptar a los sujetos para recibir la siguiente dosis más 
alta de fármaco activador. 
 
Si un sujeto experimenta toxicidad de grado > 3 de acuerdo con CTCAE v3.0 que se considera posiblemente, 50 
probablemente o definitivamente relacionada con el tratamiento del fármaco del estudio, se interrumpirá la 
dosificación con el fármaco activador para ese sujetos y el sujeto experimentará los procedimientos de la visita de 
terminación prematura. 
 
Criterios de interrupción del estudio: Si > 70 % de los sujetos en una cohorte experimenta toxicidad de grado > 3 de 55 
acuerdo con CTCAE v3.0 que se considera probablemente o definitivamente relacionada con el tratamiento con 
fármaco del estudio, se interrumpirá la dosificación con el fármaco activador para todos los sujetos y todos los 
sujetos experimentarán los procedimientos de la visita de terminación prematura. 
 
Medicación de ensayo de investigación: Se evaluará una combinación de dos medicamentos en investigación para 60 
la seguridad, tolerancia, función del transgén, y efectos inmunológicos en este ensayo. El fármaco activador de 
molécula pequeña se administrará como una solución oral a dosis de 0,01 mg/kg, 0,1 mg/kg, 1,0 mg/kg y 10,0 mg/kg 
a sujetos con melanoma en Fase III o IV una vez al día durante catorce días consecutivos en combinación con una 
única inyección intratumoral de células dendríticas autólogas transducidas con adenovirus a una concentración de 5 
x 107, modificadas para expresar hIL-12. Existe la opción de que los sujetos reciban una inyección intratumoral de 65 
AdDC adicional en combinación con tratamiento durante 14 días consecutivos con el fármaco activador. 
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6.5. Evaluación de la seguridad para la evaluación de la función del transgén y efectos inmunológicos 
 
Se realiza el ensayo de endotoxina sobre el cultivo celular en el momento de la recogida y antes de la liberación del 
producto final. El nivel aceptable de endotoxina es <5 EU/kg de peso corporal. Las células dendríticas no 
transducidas y transducidas se crioconservarán para análisis futuro. 5 
 
Evaluación de la seguridad: Se evaluará la seguridad de una única inyección intratumoral de células dendríticas 
autólogas transducidas con adenovirus en combinación con el fármaco activador oral mediante exploraciones 
físicas, signos vitales, química sérica, análisis de orina, hematología, acontecimientos adversos, y anticuerpos y 
respuesta inmune celular contra adenovirus y componentes del RTS durante el ensayo y el seguimiento de 12 10 
meses. Se harán pruebas de embarazo en las mujeres en edad fértil en el momento de la selección. También se 
obtendrá una lista de medicaciones concurrentes de los sujetos en la selección y el día 0 del periodo de 
retratamiento para determinar si existe alguna relación entre las medicaciones concurrentes y los potenciales 
acontecimientos adversos. Se recogerá un total aproximado de 89 cucharas de té (439 ml) de sangre más 
leucoféresis de los sujetos durante la fase de selección y fase inicial de tratamiento intrahospitalario (periodo de 26 15 
días). Se recogerán un total aproximado de 75 cucharas de té (370 ml) de sangre más leucoféresis de los sujetos 
durante la fase de retratamiento intrahospitalario (periodo de 26 días, 5-6 semanas después de las visitas 
intrahospitalarias previas). Se recogerá un total aproximado de 46 cucharas de té (227 ml) de sangre de los sujetos 
durante la fase de seguimiento externo (Mes 1-6). 
 20 
Exploraciones físicas: Se realizarán exploraciones físicas completas (incluyendo estado de función ECOG) en visitas 
específicas intrahospitalarias y externas. También se registrará el historial médico y la demográfica de cada sujeto 
en la visita de selección. 
 
Signos vitales: Los signos virales de cada sujeto se incluirán en cada exploración física programada pero también se 25 
tomarán en todas las visitas intrahospitalarias y externas. Los signos vitales incluyen presión sanguínea, pulso, 
temperatura, y respiraciones. También se registrará el peso y la altura en visitas específicas. Los signos vitales 
(menos altura y peso) se registrarán cada hora durante las dos primeras horas y después cada 8 horas después de 
que haya sucedido la dosificación del fármaco activador. 
 30 
Química sanguínea: Se extraerá una muestra aleatoria no en ayunas de sangre de cada sujeto en visitas específicas 
intrahospitalarias y externas y se recogerá el suero para la química. Se realizarán los siguientes ensayos séricos: 
AST (aspartato transaminasa), ALT (alanina transaminasa), GGT (gammaglutamil transpeptidasa), LDH (láctico 
deshidrogenasa), LAP (leucina aminopeptidasa), fosfatasa alcalina, creatinina, bilirrubina total, proteína total, 
albúmina, nitrógeno de urea en sangre, colesterol total, glucosa, y electrolitos. 35 
 
Análisis de orina: Se recogerá una muestra aleatoria de orina correspondiente a la parte intermedia del flujo de cada 
sujeto en visitas específicas intrahospitalarias y externas y se analiza. Se realizarán los siguientes ensayos: 
descripción de color y aspecto, gravedad específica, pH, glucosa, cuerpos cetónicos, proteína, cantidad de glóbulos 
rojos y blancos, y piroluria. 40 
 
Hematología: Se extraerá una muestra aleatoria no en ayunas de sangre de cada sujeto en visitas específicas 
intrahospitalarias y externas y se ejecutarán los siguientes ensayos hematológicos: recuento completo de sangre 
(CBC) incluyendo recuento de glóbulos blancos, recuento diferencial de glóbulos blancos, recuento de glóbulos 
rojos, hematocrito, hemoglobina, índices de glóbulos rojos, y recuento de plaquetas. También se evaluará el PTT 45 
(tiempo de tromboplastina parcial) y el PT (tiempo de protrombina). 
 
Acontecimientos adversos: Se utilizarán los criterios terminológicos comunes del NCI para acontecimientos adversos 
(CTCAE versión 3.0) para evaluar la toxicidad en el ensayo y el periodo de seguimiento de 3-6 meses. Un 
acontecimiento/experiencia adversa es cualquier reacción, efecto secundario, u otro acontecimiento adverso (signos, 50 
síntomas, cambios en datos de laboratorio) asociados con el uso de un artículo de ensayo (fármaco, agente 
biológico, o dispositivo), se considere relacionado o no el acontecimiento con el artículo de ensayo. Un 
acontecimiento/experiencia adversa seria es cualquier acontecimiento adverso o experiencia que provoca cualquiera 
de los siguientes resultados: muerte, experiencia adversas potencialmente mortal, una anormalidad 
congénita/defecto de nacimiento, hospitalización o prolongación de hospitalización existente, o una 55 
discapacidad/incapacidad persistente o significativa. Los acontecimientos/experiencias médicas importantes que no 
provocan muerte, no son potencialmente mortales, o requieren hospitalización pueden considerarse experiencias 
adversas serias cuando, basándose en el juicio médico apropiado, pueden comprometer al sujeto o puede requerir 
intervención médica o quirúrgica para evitar uno de los resultados enumerados en esta definición. 
 60 
La severidad de los acontecimientos adversos se clasificará del siguiente modo: Grado 1 (leve), Grado 2 
(moderado), Grado 3 (severo), Grado 4 (potencialmente mortal o discapacitante), Grado 5 (muerte relacionada con 
acontecimiento adverso). La relación entre un acontecimiento adverso y la medicación del estudio se determinará 
basándose en el juicio clínico y las siguientes definiciones: 
 65 
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 a. definitivamente relacionado es un acontecimiento adverso que sigue una secuencia temporal razonable desde 
la administración de la medicación del estudio, sigue un patrón de respuesta conocido a la medicación del 
estudio, y, cuando sea apropiado para el protocolo, se confirma por mejora después de interrumpir la medicación 
del estudio (retirada positiva) y por reaparición de la reacción después de exposición repetida (re-exposición 
positiva) y no puede explicarse razonablemente mediante características conocidas del estado clínico del 5 
paciente o por otras terapias, 

 b. probablemente relacionado es un acontecimiento adverso que sigue una secuencia temporal desde la 
administración de la medicación del estudio, sigue un patrón de respuesta conocido a la medicación del estudio 
y, cuando se apropiado para el protocolo, se confirma por mejora después de retirada, y no puede explicarse 
razonablemente mediante características conocidas del estado clínico del sujeto o por otras terapias, 10 

 c. posiblemente relacionado es un acontecimiento adverso que sigue una secuencia temporal razonable desde la 
administración de la medicación del estudio y sigue un patrón de respuesta conocido a la medicación del estudio 
pero que podía haberse producido por el estado clínico del sujeto o por otras terapias, 

 d. no relacionado es un acontecimiento adverso para el cual existe suficiente información que indica que la 
etiología no está relacionada con la medicación del estudio. Se aplican dos o más de las siguientes variables a 15 
un acontecimiento adverso no relacionado: 1. El acontecimiento adverso no sigue una secuencia temporal 
razonable después de la administración de la medicación del estudio, 2. El acontecimiento adverso se explica 
fácilmente por el estado clínico del sujeto u otras terapias, 3. El acontecimiento adverso no disminuye después 
de reducción de la dosis o cese de la terapia (asumiendo que es razonable esperar disminución del 
acontecimiento adverso en el intervalo observado). 20 

 
Se registrarán todos los acontecimientos adversos observados o informados después de la inclusión de los sujetos. 
Se registrará cualquier afección que esté presente en el momento de la inclusión que empeore como un 
acontecimiento adverso. Los acontecimientos adversos se determinarán basándose en síntomas ofrecidos y la 
observación clínica y evaluación en las visitas del ensayo. En cada visita intrahospitalaria y externa, se pedirá a los 25 
sujetos incluidos que ofrezcan información sobe acontecimientos adversos con preguntas no principales tales como 
"¿Cómo se está sintiendo?". Se registrarán cambios en valores de laboratorio como acontecimientos adversos si se 
consideran clínica significativos y si se requieren cambios clínicos o acción tales como inicio de un tratamiento. 
 
Anticuerpos potenciales y respuesta inmune celular contra adenovirus y/o componentes del RTS: Se recogerá 30 
sangre de los sujetos en visitas específicas intrahospitalarias y externas para evaluar los anticuerpos potenciales y la 
respuesta inmune celular contra el adenovirus y los componentes del RTS y antígenos tumorales. Se usará el 
ensayo de tipo bloqueo de infectividad de AdVeGFP para detectar una respuesta de anticuerpos contra el vector 
adenoviral (Nwanegbo, et al. 2004). La respuesta de anticuerpos contra los componentes del RTS se evaluará por 
transferencia de western y/o ELISA usando suero de los sujetos y las proteínas RTS producidas por un vector de 35 
expresión. Además, se hará ensayo combinado de citoquinas en el suero por Luminex para IL-12, IFN-gamma, IP-
10, y otras citoquinas Th1/Th2 tales como IL-2, TNFa, IL-4, IL-5 e IL-10. Estos ensayos de anticuerpos y citoquinas 
necesitarán aproximadamente 10 ml de sangre. 
 
Los ensayos de respuesta inmune celular usan aproximadamente 50-60 ml de sangre y se separarán los 40 
subconjuntos de células T CD4 y CD8 de la misma. Las células T separadas se mezclarán con DC autólogas 
transducidas con vector AdV vacío, vectores AdV-RTS, o AdV-RTS-hIL12 en un ensayo ELISPOT para la 
producción de IFN-gamma por las células T activadas por los antígenos derivados de AdV y RTS, si los hay. Se 
realizarán ensayos similares usando las células tumorales tal cual y/o DC que expresan antígenos de melanoma 
compartidos para evaluar la respuesta inmune prematura contra el tumor. También pueden realizarse ensayos 45 
adicionales según lo necesario. 
 
Prueba de embarazo: A las mujeres en edad fértil se les hará una prueba de embarazo en orina en el visita de 
selección y antes de la primera visita intrahospitalaria de la fase de retratamiento. La prueba se realiza a las 72, 48, 
24, ó 12 horas antes de la administración de fármaco activador durante el tratamiento inicial y también todos los 50 
periodos de retratamiento. Si la prueba de embarazo en orina de positivo, entonces se obtendrá confirmación con 
una prueba de embarazo en suero. Si se confirma el embarazo, no se permitirá que el sujeto entre en el ensayo o 
continúe en la fase de retratamiento. La prueba de embarazo puede volver a realizarse tantas veces como sea 
necesario. 
 55 
Consulta de medicación concomitante: En la selección, y antes de la primera visita intrahospitalaria de la fase de 
retratamiento, se pedirá a cada paciente que proporcione una lista de las medicaciones concurrentes para 
determinar cualquier posible relación con acontecimientos adversos que aparezcan durante el ensayo o la fase de 
seguimiento. 
 60 
Criterios de retratamiento: Si un sujeto ha tolerado la inoculación previa de AdDC sin reacciones adversas que sean 
limitantes, y no ha mostrado progresión de la enfermedad o disminución sintomática en el momento del 
retratamiento potencial, se le considerará para retratamiento. Si, en opinión del investigador principal, y el médico de 
tratamiento existe un potencial beneficio clínico de una o más inyecciones intratumorales adicionales de AdDC en 
combinación con fármaco activador (dosis tolerada máxima de la cohorte 1) durante 14 días consecutivos, se 65 
ofrecerá retratamiento al sujeto, con la condición de que se cumplan los siguientes criterios: 
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 1. No hay toxicidades limitantes, 
 2. La enfermedad del sujeto está estable o muestra signos clínicos o subjetivos de mejora, y 
 3. No hay evidencias de respuesta inmune de anticuerpos o celular contra los componentes adenovirales del 

sistema terapéutico RheoSwitch®. 
 5 
Evaluación de la función del transgén y efectos inmunológicos: Se recogerán biopsias con punzón o por escisión del 
tumor y ganglios linfáticos de drenaje asociados durante la selección (día -12 a día -7), el día 4, día 8 y día 14 del 
ensayo y en el mes 1 del seguimiento (véanse las Tablas 3-5) para la evaluación in vivo de la expresión transgénica 
de hIL-12 y la respuesta inmune celular. Se recogerán biopsias por aspiración con aguja fina del tumor y ganglios 
linfáticos de drenaje asociados en el día -12 a -7 y el día 14 del periodo de retratamiento para la evaluación in vivo 10 
de la expresión transgénica de hIL-12 y la respuesta inmune celular. Las biopsias se evaluarán por microscopía 
óptica convencional e inmunohistoquímica para evaluar la infiltración celular de células T en el tumor y ganglios 
linfáticos de drenaje. Las secciones de biopsia se leerán por un patólogo que desconozca los antecedentes del 
sujeto del estudio. Para distinguir entre expresión endógena e inducida de IL-12 por las DC en el tumor y ganglios 
linfáticos de drenaje, se usará RT-PCR sobre ARN con cenadores diseñados apropiadamente. Se extraerá sangre 15 
para un perfil de citoquinas séricas en la selección, el día 4, día 8 y día 14 del ensayo, en el mes 1 del seguimiento y 
en el día -12 a -7, día 8 y día 14 del periodo de retratamiento (véanse las Tablas 3-5). Se obtendrá un perfil de 
citoquinas séricas para determinar si la expresión de otras citoquinas está afectada por el tratamiento con el 
transgén de hIL-12. Se hará ensayo combinado de citoquinas en el suero por Luminex para IL-12, IFN-gamma, IP-
10, y otras citoquinas Th1/Th2 tales como IL-2, TNFa, IL-4, IL-5 e IL-10. Estos ensayos de anticuerpos y citoquinas 20 
necesitarán aproximadamente 10 ml de sangre. 
 
Farmacocinética de dosis individual y en estado estacionario del fármaco activador: Se extraerá sangre a intervalos 
de tiempo específicos (predosis, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 12, 16, y 24 horas después de la dosis de la mañana) en el 
día 1 del ensayo para la evaluación de la farmacocinética de dosis individual y en el día 8 del ensayo para la 25 
medición de la farmacocinética/ADME en estado estacionario del fármaco activador y sus metabolitos principales. Se 
evaluará el plasma por HPLC para obtener los siguientes criterios de valoración farmacocinéticos en estado 
estacionario del fármaco activador y metabolitos principales: Cmax (concentración máxima observada en plasma), 
Tmax (tiempo hasta la concentración máxima observada en plasma), Ctrough (concentración mínima observada en 
plasma computada como el promedio de las concentraciones a las 0 y 24 horas), C24h (concentración en plasma a 30 
las 24 horas), AUC24h (área bajo la curva de concentración de plasma-tiempo desde tiempo 0 hasta 24 horas), Ke 
(tasas aparente de eliminación), y T112 (semi-vida aparente). 
 
Debe apreciarse que las anteriores realizaciones y ejemplificaciones descritas no pretenden ser limitantes en ningún 
aspecto del alcance de la invención, y que las reivindicaciones presentadas en este documento pretenden abarcar 35 
todas las realizaciones y ejemplificaciones estén presentadas explícitamente o no en este documento. 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Uso de células dendríticas modificadas por ingeniería in vitro que comprenden un vector para expresar de forma 
condicional una proteína que tiene la función de interleuquina-12 (IL-12) en la fabricación de un medicamento para el 
tratamiento de un tumor en un mamífero, 5 
Comprendiendo dicho vector un polinucleótido que codifica un conmutador génico, 
comprendiendo dicho conmutador génico 
 
 (1) al menos una secuencia de factor de transcripción, en donde dicha al menos una secuencia de factor de 

transcripción codifica un factor de transcripción dependiente de ligando, unido de forma funcional a un promotor, 10 
y 

 (2) un polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IL-12 unido a un promotor que es activado 
por dicho factor de transcripción dependiente de ligando, 

 
en que dicho polinucleótido que codifica dicha proteína que tiene la función de IL-12 codifica una proteína que es al 15 
menos un 85 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre, y 
en el que dicho ligando se tiene que administrar a las de 24 horas o menos después de la administración de dichas 
células y diariamente durante un periodo de 5 a 28 días. 
 
2. El uso de la reivindicación 1, en el que dicho ligando se administra a las de 24 horas o menos después de la 20 
administración de dichas células y diariamente durante 14 días. 
 
3. El uso de la reivindicación 1 o de la reivindicación 2, en el que dicho vector es un vector adenoviral. 
 
4. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho conmutador génico es un conmutador 25 
génico basado en receptor de ecdisona (EcR). 
 
5. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho polinucleótido que codifica un conmutador 
génico comprende una primera secuencia de factor de transcripción y una segunda secuencia de factor de 
transcripción bajo el control de un promotor, en donde las proteínas codificadas por dicha primera secuencia de 30 
factor de transcripción y dicha segunda secuencia de factor de transcripción interaccionan para formar un complejo 
proteico que funciona como factor de transcripción dependiente de ligando. 
 
6. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho primer factor de transcripción y dicho 
segundo factor de transcripción están conectados por un sitio interno de entrada al ribosoma. 35 
 
7. El uso de una de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la primera secuencia de factor de transcripción comprende 
un ácido nucleico que codifica un dominio de transactivación VP-16 y una proteína de receptor X retinoico (RXR). 
 
8. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que dicha segunda secuencia de factor de 40 
transcripción comprende un ácido nucleico que codifica un dominio de unión a ADN GAL-4 y proteína de receptor de 
ecdisona (EcR). 
 
9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho vector comprende adicionalmente un 
polinucleótido que codifica una proteína que tiene la función de IFN-alfa unido a un promotor que es activado por 45 
dicho factor de transcripción dependiente de ligando. 
 
10. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho polinucleótido que codifica una proteína 
que tiene la función de IL-12 codifica IL-12 humana. 
 50 
11. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dichas células modificadas por ingeniería in 
vitro son adecuadas para administración intratumoral, intraperitoneal o subcutánea. 
 
12. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho tumor es melanoma. 
 55 
13. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicho ligando se selecciona entre el grupo que 
consiste en N-(1-etil-2,2-dimetilpropil)-N'-(2-metil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del ácido 3,5-dimetil-benzoico, N-(1-
terc-butil-butil)-N'-(2-etil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del ácido (R)-3,5-dimetil-benzoico y N-(1-terc-butil-butil)-N'-(2-
etil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del ácido 3,5-dimetil-benzoico. 
 60 
14. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha proteína que es al menos un 85 % 
idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre es al menos un 90 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre. 
 
15. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha proteína que es al menos un 85 % 
idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre es al menos un 95 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre. 65 
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16. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha proteína que es al menos un 85 % 
idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre es al menos un 99 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre. 
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