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DESCRIPCIÓN 
 
Vectores adenovíricos oncolíticos y procedimientos y utilizaciones relacionados con los mismos. 
 
Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a los campos de las ciencias biológicas y de la medicina. Específicamente, la 
invención se refiere a las terapias del cáncer. Más específicamente, la presente invención se refiere a vectores y 
células adenovíricos oncolíticos y a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos vectores. La presente 
descripción se refiere además a la utilización de dichos vectores en la preparación de un medicamento destinado al 10 
tratamiento del cáncer en un sujeto y a un procedimiento de tratamiento del cáncer en un sujeto. Además, la 
presente descripción se refiere a procedimientos de producción de factor estimulante de colonias de 
granulocitos/macrófagos (GM-CSF) en una célula y para incrementar la respuesta inmunitaria específica tumoral en 
un sujeto, así como a las utilizaciones del vector adenovírico oncolítico de la invención para la producción de GM-
CSF en una célula y para incrementar la respuesta inmunitaria específica tumoral en un sujeto. 15 
 
Antecedentes de la invención 
 
El cáncer puede tratarse con cirugía, terapias hormonales, quimioterapias y/o radioterapias, aunque en muchos 
casos los cánceres, que con frecuencia se caracterizan por encontrarse en un estadio avanzado, no pueden curarse 20 
con los tratamientos terapéuticos actuales. Por lo tanto, se requieren nuevos enfoques con diana en las células de 
cáncer, tales como las terapias génicas. 
 
Durante los últimos veinte años, la tecnología de transferencia génica ha sido estudiada de manera exhaustiva. El 
objetivo de las terapias génicas del cáncer es introducir un gen terapéutico en una célula tumoral. Estos genes 25 
terapéuticos introducidos en una célula diana pueden corregir, por ejemplo, genes mutados, suprimir oncogenes 
activos o generar propiedades adicionales en la célula. Entre los genes terapéuticos exógenos adecuados se 
incluyen, aunque sin limitarse a los mismos, genes inmunoterapéuticos, antiangiogénicos, quimioprotectores y 
"suicidas", y pueden introducirse en una célula mediante la utilización de vectores víricos modificados o 
procedimientos no víricos, incluyendo la electroporación, la pistola génica y los recubrimientos de lípido o de 30 
polímero. 
 
Entre los requisitos de los vectores víricos óptimos se incluyen una capacidad eficiente para encontrar células diana 
específicas y expresar el genoma vírico en las células diana. Además, los vectores óptimos deben permanecer 
activos en los tejidos o células diana. Todas estas propiedades de los vectores víricos han sido desarrolladas 35 
durante las últimas décadas y, por ejemplo, los vectores retrovíricos, adenovíricos y de virus adenoasociados han 
sido ampliamente estudiados en biomedicina. 
 
Con el fin de mejorar adicionalmente la penetración en el tumor y la amplificación local del efecto antitumoral, se han 
construido agentes selectivamente oncolíticos, por ejemplo adenovirus de replicación condicional. Los adenovirus 40 
oncolíticos son una herramienta prometedora para el tratamiento de los cánceres. Las células tumorales son 
eliminadas por los adenovirus oncolíticos debido a la replicación del virus en la célula tumoral, resultando la última 
etapa de la replicación en una liberación de miles de viriones a los tejidos tumorales circundantes para la 
penetración eficaz en el tumor y la reinfección vascular. Las células tumorales permiten la replicación del virus, 
mientras que las células normales no resultan afectadas debido a cambios artificiales realizados en el genoma del 45 
virus, los cuales evitan la replicación en las células no tumorales. 
 
Además de la eliminación celular mediada por la replicación, los adenovirus oncolíticos también pueden armarse con 
diferentes transgenes terapéuticos. Este enfoque combina las ventajas de la administración génica convencional con 
la potencia de agentes competentes para la replicación. Un objetivo de armar virus es la inducción de una reacción 50 
inmunológica contra las células que permiten la replicación vírica. La replicación vírica por sí sola, aunque 
inmunógena, normalmente no es suficiente para inducir una inmunidad antitumoral eficaz. Para fortalecer la 
inducción de inmunidad terapéutica, los virus pueden armarse con proteínas estimuladoras, tales como citocinas, 
para la facilitación de la introducción de antígenos tumorales en células presentadoras de antígenos, tales como 
células dendríticas, y la estimulación y/o la maduración de las mismas. La introducción de genes inmunoterapéuticos 55 
en células tumorales y, además, la traducción de las proteínas, conduce a la activación de la respuesta inmunitaria y 
la destrucción eficiente de las células tumorales. Las células inmunológicas más relevantes a este respecto son 
células asesinas naturales (NK) y células T CD8+ citotóxicas. 
 
Los adenovirus son virus icosaédricos de tamaño intermedio (90 a 100 nm) sin cubierta que presentan ADN lineal de 60 
doble cadena de aproximadamente 36 kilopares de bases en una cápside proteica. La cápside vírica presenta 
estructuras de fibra que participan en la unión del virus a la célula diana. En primer lugar, el dominio de botón de la 
proteína de fibra se une al receptor de la célula diana (por ejemplo CD46 o receptor de adenovirus cox-sackie 
(RAC)); en segundo lugar, el virus interactúa con una molécula de integrina y, en tercer lugar, el virus resulta 
endocitado por la célula diana. A continuación, el genoma vírico es transportado desde endosomas hasta el interior 65 
del núcleo, la maquinaria de replicación de la célula diana se utiliza también con fines víricos (Russell W.C., J. 
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General Virol. 81:2573-2604, 2000). 
 
El genoma adenovírico presenta genes tempranos (E1-E4), intermedios (IX y IVa2) y genes tardíos (L1-L5), los 
cuales son transcritos en orden secuencial. Los productos génicos tempranos afectan a los mecanismos de defensa, 
al ciclo celular y al metabolismo celular de la célula huésped. Los genes intermedios y tardíos codifican proteínas 5 
víricas estructurales para la producción de viriones nuevos (Wu y Nemerow, Trends Microbiol. 12:162-168, 2004; 
Russell W.C., J. General Virol. 81:2573-2604, 2000; Volpers C. y Kochanek S., J. Gene Med. 6 supl. 1:S164-71, 
2004; Kootstra N.A. y Verma I.M., Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 43:413-439, 2003). 
 
Se han encontrado más de 50 serotipos diferentes de adenovirus en el ser humano. Los serotipos se clasifican en 10 
seis subgrupos, A a F, y es conocido que diferentes serotipos se encuentran asociados a diferentes condiciones, es 
decir, las enfermedades respiratorias, conjuntivitis y gastroenteritis. Es conocido que el adenovirus serotipo 5 (Ad5) 
provoca enfermedades respiratorias y es el serotipo más común estudiado en el campo de la terapia génica. En los 
primeros vectores Ad5, se delecionaron regiones E1 y/o E3, permitiendo la inserción de ADN foráneo en los vectores 
(Danthinne y Imperiale, 2000). Además, las eliminaciones de otras regiones, así como mutaciones adicionales, han 15 
proporcionado propiedades adicionales a los vectores víricos. En efecto, se han propuesto diversas modificaciones 
de los adenovirus para conseguir efectos antitumorales eficientes. 
 
Por ejemplo, la patente EP1377671 B1 (Cell Genesys, Inc.) y la solicitud US2003/0104625 A1 (Cheng C. et al.) 
describen un vector adenovírico oncolítico codificante de una proteína inmunoterapéutica factor estimulador de 20 
colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF). Además, la publicación EP1767642 A1 (Chengdu Kanghong 
Biotechnologies Co., Ltd.) destaca vectores adenovíricos oncolíticos que presentan efectos mejorados sobre la 
respuesta inmunitaria humana. Además, la publicación EP1767642 A1 (Chengdu Kanghong Biotechnologies Co., 
Ltd.) señala que los vectores adenovíricos oncolíticos presentan efectos mejorados sobre la respuesta inmunitaria 
humana. Además, Luo Jingjing et al. (2008) dan a conocer un vector adenovírico oncolítico que comprende un 25 
esqueleto de ácidos nucleicos Ad5, una eliminación de 24 pb (D24) en la región constante 2 de E1 de unión a RB y 
un transgén antitumoral en lugar de gp19k/6.7k delecionado en la región E3. 
 
Sin embargo, se requiere una transferencia génica más eficiente y precisa, así como una mayor especificidad y una 
capacidad suficiente de eliminación tumoral de las terapias génicas. Los índices de seguridad de los vectores 30 
terapéuticos también deben ser excelentes. La presente invención proporciona una herramienta terapéutica para el 
cáncer con dichas propiedades anteriormente indicadas mediante la utilización de las propiedades oncolíticas e 
inmunoterapéuticas de los adenovirus de una manera nueva e inventiva. 
 
Breve descripción de la invención 35 
 
El objetivo de la invención es proporcionar nuevos procedimientos y procedimientos para conseguir las propiedades 
anteriormente indicadas de los adenovirus y, de esta manera, los problemas de las terapias convencionales para el 
cáncer. Más específicamente, la invención proporciona nuevos procedimientos y medios para la terapia génica. 
 40 
La presente solicitud describe la construcción de vectores víricos recombinantes, procedimientos relacionados con 
los vectores y la utilización de los mismos en líneas celulares tumorales, modelos animales y pacientes de cáncer. 
 
La presente invención se refiere a un vector adenovírico oncolítico que comprende un esqueleto de ácidos nucleicos 
de serotipo adenovírico 5 (Ad5), una eliminación de 24 pb (D24) en la región constante 2 de unión a Rb de E1 45 
adenovírico y una secuencia de ácidos nucleicos codificante de un factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrófagos (GM-CSF) en lugar de gp19k/6.7K eliminado en la región E3 adenovírica. 
 
La presente invención se refiere además a una célula que comprende el vector adenovírico de la invención. 
 50 
La presente invención se refiere además a una composición farmacéutica que comprende el vector adenovírico de la 
invención. 
 
La presente invención se refiere además a la utilización del vector adenovírico de la invención en la preparación de 
un medicamento destinado al tratamiento del cáncer en un sujeto. 55 
 
La presente descripción se refiere además a un procedimiento de tratamiento del cáncer en un sujeto, en el que el 
procedimiento comprende la administración del vector o composición farmacéutica de la invención en un sujeto. 
 
Además, la presente invención se refiere además a un procedimiento de producción de GM-CSF en una célula, en el 60 
que el procedimiento comprende: 
 

a) transportar un vehículo que comprende un vector adenovírico oncolítico de la invención a una célula, y 
 
b) expresar GM-CSF de dicho vector en la célula. 65 
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Adicionalmente, la presente invención se refiere además a un procedimiento para incrementar la respuesta 
inmunitaria específica tumoral en un sujeto, en el que el procedimiento comprende: 
 

a) transportar un vehículo que comprende un vector adenovírico oncolítico de la invención a una célula o tejido 
diana, 5 

 
b) expresar GMC-SF de dicho vector en la célula y 
 
c) incrementar el número de células T citotóxicas y/o células asesinas naturales en dicha célula o tejido diana. 

 10 
Adicionalmente, la presente descripción se refiere además a la utilización del vector adenovírico oncolítico de la 
invención para la producción de GM-CSF en la célula. 
 
Adicionalmente, la presente descripción se refiere al vector adenovírico oncolítico de la descripción para la 
producción de GM-CSF en la célula. 15 
 
Adicionalmente, la presente descripción se refiere además a la utilización del vector adenovírico oncolítico de la 
invención para incrementar la respuesta inmunitaria específica tumoral en el sujeto. 
 
Adicionalmente, la presente descripción se refiere al vector adenovírico oncolítico de la invención para incrementar 20 
la respuesta inmunitaria específica tumoral en el sujeto. 
 
La presente invención proporciona una herramienta para el tratamiento de cánceres que son refractarios a los 
enfoques actuales. Además, las restricciones con respecto a los tipos tumorales adecuados para el tratamiento 
siguen siendo pocas en comparación con muchos otros tratamientos. De hecho, pueden tratarse todos los tumores 25 
sólidos con la descripción propuesta. Los tumores más grandes en cuanto a masa y tumores más complejos pueden 
curarse mediante la presente descripción. El tratamiento puede administrarse mediante vía intratumoral, 
intracavitaria, intravenosa y en una combinación de dichas vías. El enfoque puede proporcionar eficacia sistémica a 
pesar de que la inyección sea local. El enfoque también puede erradicar células propuestas como iniciadoras de 
tumor ("células madre cancerosas"). 30 
 
Aparte de permitir el transporte del vector al sitio de interés, el vector de la descripción también garantiza la 
expresión y persistencia del transgén. Además, se minimiza la respuesta inmunitaria contra el vector, así como 
contra el transgén. 
 35 
La presente invención resuelve el problema relacionado con la resistencia terapéutica de los tratamientos 
convencionales. Además, la presente invención proporciona herramientas y procedimientos para tratamientos 
selectivos, sin toxicidad o daños en los tejidos sanos. Entre las ventajas de la presente invención también se 
incluyen efectos secundarios diferentes y reducidos en comparación con otros terapéuticos. Resulta importante que 
el enfoque es sinérgico con muchas otras formas de terapia, entre ellas la quimioterapia y la terapia de radiación y 40 
puede, por lo tanto, utilizarse en regímenes de combinación. 
 
La inducción de una reacción inmunitaria contra células que permiten la replicación de virus no armados 
normalmente no es suficientemente fuerte para conducir al desarrollo de inmunidad tumoral terapéutica. Con el fin 
de superar esta debilidad, la presente invención proporciona virus armados con un potente inductor de inmunidad 45 
antitumoral. La presente descripción da a conocer una terapia del cáncer en la que las células tumorales resultan 
destruidas mediante oncólisis causada por el virión. Además, resultan influidos diversos mecanismos que activan la 
respuesta inmunitaria humana, entre ellos la activación de las células asesinas naturales (NK) y las células 
dendríticas (DC). 
 50 
En comparación con las herramientas adenovíricas de la técnica anterior, la presente invención proporciona una 
herramienta más simple, más eficaz, económica, no tóxica y/o más segura para la terapia del cáncer. Además, no 
resultan necesarios virus ayudante. 
 
Los nuevos productos de la invención permiten mejoras adicionales en la terapia del cáncer. 55 
 
Breve descripción de las figuras 
 
La figura 1 representa un esquema de pAd5-D24-GMCSF. El virus porta una eliminación de 24 pares de bases en la 
región constante 2 de E1a. gp19k y 6.7K en E3 han sido sustituidos por el ADNc del GM-CSF humano. PMA se 60 
refiere a la proteína de muerte adenovírica. 
 
La figura 2 representa un esquema de la primera etapa de clonación para generar el plásmido lanzadera (pTHSN) 
que porta GM-CSF. 
 65 
La figura 3 representa un esquema de la segunda etapa de clonación para generar el plásmido que contiene todos 
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los genes adenovíricos con la eliminación de 24 pares de bases en la región E1 (que media en la replicación 
selectiva en las células de cáncer). 
 
La figura 4 representa un esquema de la tercera etapa de clonación para generar el plásmido que contiene todos los 
genes adenovíricos excepto gp19k y 6.7K, que han sido sustituidos por GM-CSF (pAd5D24.GM-CSF (SEC ID nº 8)). 5 
De manera similar se crearon Ad5-RGD-D24-GMCSF (SEC ID nº 9), Ad5/3-D24-GMCSF (SEC ID nº 7) y Ad5-pK7-
D24-GMCSF (SEC ID nº 10). 
 
Las figuras 5a-d representa que la expresión de GMCSF no perjudica la replicación vírica y el efecto de eliminación 
celular. La figura 5a representa los resultados del ensayo de MTS que muestra la eficiencia de eliminación celular 10 
derivada de cáncer de pulmón (A549) del virus nuevamente generado Ad5-D24-GMCSF. La figura 5b representa los 
resultados del ensayo de MTS que muestra la eliminación de las células iniciadoras de cáncer JIMT-1 ("células 
madre de cáncer") con Ad5-D24-GMCSF. La figura 5c representa los resultados del ensayo de MTS que muestra la 
eficiencia de la eliminación de las células de cáncer de mama (MDA-MB-436) del virus nuevamente generado Ad5-
D24-GMCSF. La figura 5d representa los resultados del ensayo de MTS que muestra la eficiencia de eliminación de 15 
MDA-MB-436 de los virus nuevamente generados Ad5-D24-GMCSF, Ad5-RGD-D24-GMCSF y Ad5/3-D24-GMCSF. 
 
La figura 6a representa la expresión acoplada a adenovirus de GMCSF humano. La línea celular A549 fue infectada 
por Ad5D24 o Ad5D24-GMCSF; se recolectó medio durante el tiempo y se analizó para la expresión de GMCSF 
mediante FACSAR-RAY. 20 
 
La figura 6b representa que GMCSF expresado por adenovirus conserva su actividad biológica en linfocitos 
humanos. Las células TF1, que requieren GMCSF humano para mantenerse vivas, se cultivaron en presencia de 
GMCSF recombinante humano (producido por E. coli, obtenido de Sigma) o sobrenadante de células infectadas por 
Ad5-D24-GMCSF. 25 
 
Las figuras 7a y 7b representan el análisis in vitro de la transducción de un tumor de un paciente para someter a 
ensayo la infectividad de un virus basado en Ad5. 
 
La figura 7c representa una predicción de transducción tumoral con Ad5-D25-GMCSF mediante la tinción de su 30 
receptor RAC (receptor de adenovirus-Coxsackie) en especímenes tumorales de archivo. 
 
La figura 8a representa la eficiencia in vivo de Ad5-D24-GMCSF en hámsters sirios (permisivos para la replicación 
de adenovirus humanos) portadores de tumores de cáncer pancreático. Tanto Ad5D24 como Ad5-D24-GMCSF 
erradican los tumores en 16 días tras los tratamientos. Se administraron 1x109 VP de virus los días 0, 2 y 4. 35 
 
La figura 8b representa que la inyección intratumoral de Ad5-D24-GMCSF resultó en niveles elevados de GMCSF_h 
en el suero de los hámsters sirios. Los animales tratados con Ad5D24E3 o Ad5-D24-GMCSF fueron muestreados el 
día 4 y se evaluó la concentración de GMCSF humano mediante FACSARRAY. 
 40 
La figura 8c representa que la curación de los tumores HapT1 con Ad5-D24-GMCSF (pero no con Ad5D24) protegió 
los hámsters sirios del nuevo reto posterior con HapT1. Lo anterior demuestra que Ad5-D24-GMCSF puede inducir 
una respuesta inmunitaria específica de tumor. Los animales tratados anteriormente con Ad5D24 o Ad5D24-GMCSF 
(figura 8a) fueron retados nuevamente con el mismo tumor y se midió el crecimiento tumoral durante el tiempo. 
 45 
La figura 8d representa la inducción de una respuesta inmunitaria específica tumoral con Ad5-D24-GMCSF; la 
curación de los tumores HapT1 con Ad5-D24-GMCSF no protegió a los hámsters sirios de los tumores Hak. Los 
animales con tumores HapT1 previamente tratados con Ad5D24 o Ad5D24-GMCSF (figura 8a) fueron retados 
nuevamente con un tumor diferente y se midió el crecimiento tumoral durante el tiempo. 
 50 
La figura 9a representa la eficacia de Ad5-D24-GMCSF en combinación con ciclofosfamida oral metronómica. Se 
observó una reducción tumoral del 88% mediante escaneo de TC 71 días después del inicio del tratamiento. 
 
La figura 9b representa la eficacia del tratamiento con Ad5D24-GMCSF en un paciente de cáncer ovárico tratado 
con Ad5-D24-GMCSF. El escaneo de TC mostró la desaparición completa de todos los tumores medibles, tal como 55 
indica la flecha. 
 
Las figuras 10a-d representan que Ad5-D24-GMCSF indujo una respuesta de células T contra tanto los epítopos 
tumorales como el adenovirus (presente en las células tumorales). Las células T recolectadas de los pacientes 
tratados con Ad5-D24-GMCSF se analizaron mediante ELISPOT de IFN-gamma tras la estimulación con una mezcla 60 
de péptidos de adenovirus 5 y una mezcla de péptidos del antígeno tumoral survivina. 
 
La figura 11 representa la inducción de células T específicas de hexona de adenovirus. Los leucocitos recolectados 
de los pacientes tratados con Ad5-D24-GMCSF se tiñeron con CD3, CD8 y anticuerpos tetrámeros específicos de 
hexona y se analizaron mediante citometría de flujo antes y después del tratamiento. El tratamiento incrementó las 65 
células T citotóxicas específicas de hexona de 0,21% a 2,72%. 
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La figura 12 representa una reducción de los linfocitos T reguladores circulantes en el paciente R73. Las células 
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) que son positivas para CD4 y negativas para 
CD127 pero con un nivel elevado de Foxp3 se consideran linfocitos T reguladores eficaces. 
 5 
Las figuras 13a-i representan esquemas de clonación para generar plásmido lanzadera (pTHSN) portador de GM-
CSF, para generar el plásmido que contiene todos los genes adenovíricos con la eliminación de 24 pares de bases 
en la región E1 (que media en la replicación selectiva en células de cáncer) y para generar el plásmido Ad5/3-D24-
GMCSF que contiene todos los genes adenovíricos excepto gp19k y 6.7K, los cuales han sido sustituidos por GM-
CSF (pAd5D24.GM-CSF). 10 
 
La figura 14 representa una secuencia de nucleótidos de Ad5/3-D24-GMCSF. La región en negrita indica la región 
E1A con eliminación D24 (nucleótidos 563 a 1.694). La región subrayada indica GMCSF (nucleótidos 28.380 a 
28.814). La región en cursiva indica la región de botón de Ad3 (nucleótidos 31.701 a 32.272). La secuencia de la 
figura corresponde a la secuencia SEC ID nº 17. 15 
 
La figura 15 representa el gráfico de supervivencia de los pacientes tratados con Ad5/3-D24-GMCSF. 
 
Descripción detallada de la invención 
 20 
Vector adenovírico 
 
En Ad5, así como en otros adenovirus, una cápside icosaédrica consiste en tres proteínas principales: hexona (II), 
base pentona (III) y una proteína de fibra con botón (IV), conjuntamente con proteínas menores: VI, VIII, IX, IIIa y 
IVa2 (Russell W.C., J. General Virol. 81:2573-2604, 2000). Las proteínas VII, péptido pequeño mu y una proteína 25 
terminal (PT) están asociadas a ADN. La proteína V proporciona un enlace estructural con la cápside mediante la 
proteína VI. La proteasa codificada en el virus resulta necesaria para procesar algunas proteínas estructurales. 
 
El vector adenovírico oncolítico de la presente invención se basa en un esqueleto de ácidos nucleicos del adenovirus 
de serotipo 5 (Ad5), una eliminación de 24 pb (D24) en la región constante 2 de unión a Rb (RC2) de E1 adenovírico 30 
y una secuencia de ácidos nucleicos codificante de un factor estimulador de colonias de granulocitos-macrófagos 
(GM-CSF) en lugar de gp19k/6.7K eliminado en la región E3 adenovírica (figura 1). En una forma de realización 
preferente, el vector adenovírico se basa en un adenovirus humano. 
 
El genoma de Ad5 contiene genes temprano (E1-4), intermedios (IX y IVa2) y tardío (L1-5) flanqueados por 35 
repeticiones terminales invertidas izquierda y derecha (RTII y RTID, respectivamente) que contienen las secuencias 
requeridas para la replicación del ADN. El genoma contiene además una señal de empaquetamiento (ψ) y el 
promotor tardío mayor (PTM). 
 
La transcripción del gen temprano E1A inicia el ciclo de replicación, seguido de la expresión de las proteínas E1B, 40 
E2A, E2B, E3 y E4. Las proteínas E1 modulan el metabolismo celular de manera que la célula se torna más 
susceptible a la replicación vírica. Por ejemplo, interfieren con las proteínas NF-κB, p53 y pRb. E1A y E1B funcionan 
conjuntamente en la inhibición de la apoptosis. Los productos génicos E2 (E2A y E2B) y E4 median en la replicación 
del ADN y los productos E4 también afectan al metabolismo de ARN del virus y evitan la síntesis de proteínas del 
huésped. Los productos del gen E3 son responsables de la defensa frente al sistema inmunitario del huésped, 45 
potenciando la lisis celular y liberando la progenie vírica (Russell W.C., J. General. Virol. 81:2573-2604, 2000). 
 
Los genes intermedios IX y IVa2 codifican proteínas menores de la cápside vírica. La expresión de los genes tardíos 
L1-5, que conducen a la producción de los componentes estructurales víricos, la encapsidación y la maduración de 
las partículas víricas en el núcleo, resulta influida por el PTM (Russell W.C., J. General Virol. 81:2573-2604, 2000). 50 
 
En comparación con el genoma de un adenovirus de tipo salvaje, el vector adenovírico de la invención no presenta 
24 pares de bases de la RC2 en la región E1, específicamente en la región E1A, y gp19k y 6.7K en la región E3. Se 
da a conocer además que, además de las regiones parciales E1 y E3, el vector adenovírico oncolítico puede 
comprender además una o más regiones seleccionadas de entre el grupo que consiste en E2, E4 y las regiones 55 
tardías. Se da a conocer además el vector adenovírico oncolítico que comprende las regiones siguientes: una RTI 
izquierda, E1 parcial, pIX, pIVa2, E2, VA1, VA2, L1, L2, L3, L4, E3 parcial, L5, E4 y una RTI derecha. Las regiones 
pueden encontrarse en cualquier orden en el vector, aunque en una forma de realización preferente, las regiones se 
encuentran en un orden secuencial en la dirección 5' a 3'. Los marcos de lectura abierta (ORF, por sus siglas en 
inglés) pueden encontrarse en la misma cadena de ADN o en cadenas de ADN diferentes. En una forma de 60 
realización preferente, la región E1 comprende una señal de empaquetamiento vírico. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "esqueleto de ácidos nucleicos de adenovirus de serotipo 5 
(Ad5)" se refiere al genoma o genoma parcial de Ad5, que comprende una o varias regiones seleccionadas de entre 
el grupo que consiste en E1 parcial pIX, pIVa2, E2, VA1, VA2, L1, L2, L3, L4, E3 parcial, L5 y E4 de origen Ad5. Un 65 
vector preferente de la invención comprende el esqueleto de ácidos nucleicos de Ad5. En otro vector preferente, el 
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esqueleto de ácidos nucleicos adenovírico se deriva mayoritariamente de Ad5 y se combina con una parte (por 
ejemplo una parte de la estructura de cápside) de Ad3. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "región parcial" se refiere a una región que no presenta 
alguna parte de una región de tipo salvaje correspondiente. La expresión "E1 parcial" se refiere a la región E1 con 5 
D24 y "E3 parcial" se refiere a la región E3 que no presenta gp19k/6.7K. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos "VA1" y "VA2" se refieren a los ARN 1 y 2 asociados a virus 
que son transcritos por el adenovirus pero que no son traducidos. VA1 y VA2 presentan una función en el combate 
de los mecanismos de defensa celular. 10 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "una señal de empaquetamiento vírico" se refiere a una 
parte de ADN vírico que consiste en una serie de secuencias ricas en AT y que controla el proceso de 
encapsidación. 
 15 
La eliminación de 24 pares de bases (D24) de E1 afecta al dominio RC2, que es responsable de la unión a la 
proteína supresora tumoral Rb/reguladora del ciclo celular y, de esta manera, permite la inducción de la etapa de 
síntesis (S), es decir, la etapa de síntesis o replicación del ADN. La interacción de pRb y E1A requiere los ocho 
aminoácidos 121 a 127 de la región conservada de la proteína E1A (Heise C. et al., Nature Med. 6:1134-1139, 
2000), los cuales se encuentran eliminados en la presente invención. El vector de la presente invención comprende 20 
una eliminación de nucleótidos correspondiente a los aminoácidos 122 a 129 del vector según Heise C. et al. (Nature 
Med. 6:1134-1139, 2000). Los virus con D24 es conocido que presentan una capacidad reducida de superar el punto 
de control G1-S y de replicarse eficientemente sólo en células en las que dicha interacción no resulta necesaria, por 
ejemplo en células tumorales defectivas en la ruta Rb-p16 (Heise C. et al., Nature Med. 6:1134-1139, 2000; Fueyo J. 
et al., Oncogene 19:2-12, 2000). 25 
 
La región E3 no resulta esencial para la replicación vírica in vitro, aunque las proteínas E3 presentan una función 
importante en la regulación de la respuesta inmunitaria del huésped, es decir, en la inhibición de las respuestas 
inmunitarias tanto innatas como específicas. La eliminación de gp19k/6.7K en E3 se refiere a una eliminación de 965 
pares de bases de la región E3A adenovírica. En un constructo adenovírico resultante, los genes gp19k y 6.7K se 30 
encuentran eliminados (Kanerva A. et al., Gene Therapy 12:87-94, 2005). Es conocido que el producto del gen 
gp19k se une y secuestra las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad I (CMH1) en el retículo 
endoplasmático y evita el reconocimiento de las células infectadas por parte de los linfocitos T citotóxicos. Debido a 
que muchos tumores son deficientes en CMH1, la eliminación de gp19k incrementa la selectividad tumoral de los 
virus (el virus es eliminado más rápidamente que el virus de tipo salvaje de las células normales, mientras que no 35 
hay diferencia en las células tumorales). Las proteínas 6.7K se expresan sobre las superficies celulares y participan 
en la regulación negativa del receptor 2 de ligando inductor de apoptosis relacionada con el factor de necrosis 
tumoral (FNT) (TRAIL, por sus siglas en inglés). 
 
En la presente invención, el transgén de GM-CSF se introduce en una región E3 con eliminación de gp19k/6.7k, bajo 40 
el promotor de E3. Lo anterior restringe la expresión del transgén a las células tumorales que permiten la replicación 
del virus y la posterior activación del promotor de E3. El promotor de E3 puede ser cualquier promotor exógeno o 
endógeno conocido de la técnica, preferentemente un promotor endógeno. En una forma de realización preferida, la 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de GM-CSF se encuentra bajo el control del promotor de E3 vírico. 
 45 
GM-CSF participa en la respuesta inmunitaria actuando mediante diversos mecanismos, incluyendo el reclutamiento 
de las células asesinas naturales (NK) y la estimulación de las células presentadoras de antígeno (CPA). A 
continuación, las CPA pueden reclutar, activar y dirigir las células T al tumor. La secuencia de nucleótidos 
codificante de GM-CSF puede proceder de cualquier animal, tal como un ser humano, simio, rata, ratón, hámster, 
perro o gato, aunque preferentemente GM-CSF se encuentra codificado por una secuencia humana. La secuencia 50 
de nucleótidos codificante de GM-CSF puede modificarse con el fin de mejorar los efectos de GM-CSF, o estar no 
modificada, es decir, de tipo salvaje. En una forma de realización preferida, la secuencia de ácidos nucleicos 
codificante de GM-CSF es de tipo salvaje. 
 
El vector tal como se da a conocer puede comprender además otras modificaciones aparte de eliminaciones 55 
parciales de RC2 y E3 y la inserción de la secuencia de GM-CSF tal como se ha indicado anteriormente. En una 
forma de realización preferida de la invención, todas las demás regiones del vector Ad5 son de tipo salvaje. En otra 
forma de realización preferida de la invención, la región E4 es de tipo salvaje. En una forma de realización preferida 
de la invención, una región de tipo salvaje se encuentra situada cadena arriba de la región E1. La expresión "cadena 
arriba" se refiere a inmediatamente antes de la región E1 en la dirección de expresión. La región E1B también puede 60 
encontrarse modificada en el vector tal como se ha dado a conocer. 
 
La inserción de elementos exógenos puede potenciar los efectos de los vectores en las células diana. La utilización 
de tejido exógeno o promotores específicos de tumor es común en los vectores adenovíricos recombinantes y 
también se encuentran descritos. Por ejemplo, la replicación vírica puede restringirse a las células diana, por 65 
ejemplo con promotores, entre los que se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, CEA, SLP, Cox-2, Midkine, hTERT, 
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variantes de hTERT, E2F, variantes de E2F, CXCR4, SCCA2 y TTS. Habitualmente se añaden a la región E1A de 
control pero adicionalmente o alternativamente, también pueden estar regulados otros genes, tales como E1B o E4. 
También pueden incluirse en los vectores adenovíricos recombinantes aislantes exógenos, es decir, elementos de 
bloqueo contra intensificadores no específicos, la RTI izquierda, el promotor de E1A nativo o proteínas cromatina. 
Pueden utilizarse cualesquiera componentes o modificaciones adicionales, aunque no resultan obligatorios en los 5 
vectores tales como los dados a conocer. 
 
La mayoría de adultos han sido expuestos al adenovirus de serotipo Ad5 más ampliamente utilizado y, por lo tanto, 
el sistema inmunitario puede producir rápidamente anticuerpos neutralizadores (AntN) contra ellos. De hecho, la 
prevalencia de AntN anti-Ad5 puede ser de hasta 50%. Se ha demostrado que AntN puede inducirse contra la 10 
mayoría de las múltiples proteínas inmunógenas de la cápside adenovírica y, por otra parte, se ha demostrado que 
cambios incluso pequeños en la proteína de fibra con botón de Ad5 pueden permitir el escape de los AntN 
específicos de cápside. Por lo tanto, la modificación del botón resulta importante para conservar o incrementar la 
administración génica en el contacto con la utilización de adenovirus en el ser humano. 
 15 
Además, es conocido que Ad5 se une al receptor denominado CAR mediante la parte de botón de la fibra y las 
modificaciones de esta parte de botón o de la fibra pueden mejorar la entrada en la célula diana y causar una mayor 
oncólisis en algunos cánceres (Ranki T. et al., Int. J. Cancer 121:165-174, 2007). En efecto, los adenovirus de 
cápside modificada resultan herramientas ventajosas para la administración génica mejorada en las células de 
cáncer. 20 
 
En una forma de realización de la invención, el vector adenovírico oncolítico comprende una modificación de 
cápside. Tal como se utiliza en la presente memoria, "cápside" se refiere a la cubierta proteica del virus, que incluye 
proteínas base hexona, fibra y pentona. Cualquier modificación de la cápside, es decir, modificación de las proteínas 
base hexano, fibra y/o pentona conocidas de la técnica, que mejore la administración del virus en la célula tumoral, 25 
puede utilizarse según la presente descripción. Las modificaciones pueden ser modificaciones genéticas y/o físicas y 
entre ellas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, modificaciones para incorporar ligandos, que reconocen 
receptores celulares específicos y/o bloquean la unión de receptores nativos, para la sustitución del dominio fibra o 
botón de un vector adenovírico con un botón de otros adenovirus (quimerismo) y para añadir moléculas específicas 
(por ejemplo FGF2) a adenovirus. Por lo tanto, entre las modificaciones de la cápside se incluyen, aunque sin 30 
limitarse a ellas, la incorporación de uno o más motivos peptídicos pequeños, uno o más péptidos, uno o más 
quimerismos y/o una o más mutaciones en la fibra (por ejemplo en la parte de botón, de cola o de eje), base hexona 
y/o pentona. En una forma de realización preferida de la invención, la modificación de la cápside es quimerismo 
Ad5/3, la inserción de una región de unión a integrina (RGD) y/o una modificación polilisina de unión a heparina 
sulfato en la fibra. En una forma de realización específica de la invención, la modificación de la cápside es 35 
quimerismo Ad5/3. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "quimerismo Ad5/3" de la cápside se refiere a un 
quimerismo en el que la parte de botón de la fibra es del Ad serotipo 3 y el resto de la fibra es del Ad serotipo 5. 
 40 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la "región RGD" se refiere al motivo arginina-glicina-ácido aspártico 
(RGD), que se encuentra expuesto sobre la base pentona e interactúa con las integrinas αv celulares que permiten 
la internalización del adenovirus. En una forma de realización preferida de la invención, la modificación de la cápside 
es una modificación RGD-4C. La expresión "modificación RGD-4C" se refiere a una inserción de un motivo RGD-4C 
de unión a integrina en el bucle HI del dominio de botón de la fibra. 4C se refiere a las cuatro cisteínas que forman 45 
los puentes disulfuro en RGD-4C. La construcción del gen de fibra de Ad5 recombinante codificante de la fibra con el 
péptido RGD-4C se describe en detalle en, por ejemplo, el artículo de Dmitriev I. et al. (Journal of Virology 72:9706-
9713, 1998). 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "modificación polilisina de unión a heparán sulfato" se 50 
refiere a la adición de un tramo de siete lisinas al extremo C-terminal del botón de la fibra. 
 
Se utilizan casetes de expresión para expresar transgenes en una diana, tal como una célula, mediante la utilización 
de vectores. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "casete de expresión" se refiere a un vector de 
ADN o una parte del mismo que comprende secuencias de nucleótidos que codifican ADNc o genes, y secuencias 55 
de nucleótidos que controlan y/o regulan la expresión de dichos ADNc o genes. Pueden insertarse casetes de 
expresión similares o diferentes en un vector o en varios vectores diferentes. Los vectores Ad5 de la presente 
invención pueden comprender uno o varios casetes de expresión. Sin embargo, únicamente un casete de expresión 
resulta adecuado. En una forma de realización preferida de la invención, el vector adenovírico oncolítico comprende 
por lo menos un casete de expresión. En una forma de realización preferida de la invención, el vector adenovírico 60 
oncolítico comprende únicamente un casete de expresión. 
 
Una célula que comprende el vector adenovírico de la invención puede ser cualquier célula, tal como una célula 
eucariótica, una célula bacteriana, una célula animal, una célula humana, una célula de ratón, etc. Una célula puede 
ser una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Por ejemplo, la célula puede utilizarse para producir el vector adenovírico in 65 
vitro, ex vivo o in vivo, o la célula puede ser una célula, tal como una célula tumoral que ha sido infectada por el 
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vector adenovírico. 
 
En un procedimiento de producción de GM-CSF en una célula, se introduce un vehículo que comprende el vector de 
la invención en una célula y además el gen de GM-CSF se expresa y la proteína se traduce y se secreta de manera 
paracrina. "Un vehículo" puede ser cualquier vector vírico, plásmido u otra herramienta, tal como una partícula, que 5 
es capaz de administrar el vector de la invención en una célula diana. Puede utilizarse cualquier procedimiento 
convencional conocido de la técnica para administrar el vector en la célula. 
 
La respuesta inmunitaria específica tumoral puede incrementarse en un sujeto según la presente descripción. Las 
células T citotóxicas y/o células asesinas naturales resultan estimuladas, producidas y dirigidas como consecuencia 10 
de la expresión de GM-CSF. En una forma de realización preferente, se incrementa el número de células asesinas 
naturales y/o T citotóxicas en una célula o tejido diana. Con el fin de seguir o estudiar los efectos, pueden 
determinarse diversos marcadores de la respuesta inmunitaria (por ejemplo marcadores inflamatorios). Entre los 
marcadores más comunes se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el incremento de las citocinas proinflamatorias, 
linfocitos T citotóxicos tumorales o específicas de adenovirus, reclutamiento y activación de células presentadoras 15 
de antígenos o el incremento del tamaño de nódulos linfáticos locales. Los niveles de estos marcadores pueden 
estudiarse según cualesquiera procedimientos convencionales de la técnica, incluyendo, aunque sin limitación, los 
que utilizan anticuerpos, sondas, cebadores, etc., tales como el ensayo ELISPOT, el análisis de tetrámeros, el 
análisis de pentámeros y el análisis de diferentes tipos celulares en la sangre o en tumores. 
 20 
Cáncer 
 
Los vectores Ad5 recombinantes de la invención han sido construidos para competencia de replicación en células 
que presentan defectos en la ruta Rb, específicamente en la ruta Rb-p16. Entre estas células defectivas se incluyen 
todas las células tumorales en animales y seres humanos (Sherr C.J., Science 274:1672-1677, 1996). En una forma 25 
de realización preferida de la invención, el vector es capaz de replicarse selectivamente en células que presentan 
defectos en la ruta Rb. Tal como se utiliza en la presente memoria, "defectos en la ruta Rb" se refiere a mutaciones 
y/o cambios epigenéticos en cualesquiera genes o proteínas de la ruta. Debido a dichos defectos, las células 
tumorales sobreexpresan E2F y, de esta manera, no resulta necesaria la unión de Rb a RC2 de E1A, que 
normalmente resulta necesaria para una replicación eficaz. 30 
 
Cualesquiera cánceres o tumores, incluyendo tumores tanto malignos como benignos, así como tumores primarios y 
metátasis, pueden ser dianas de terapias génicas. En una forma de realización específica, el cáncer es cualquier 
tumor sólido. En una forma de realización preferida de la invención, el cáncer se selecciona de entre un grupo que 
consiste en cáncer nasofaríngeo, cáncer sinovial, cáncer hepatocelular, cáncer renal, cáncer de los tejidos 35 
conjuntivos, melanoma, cáncer pulmonar, cáncer intestinal, cáncer de colon, cáncer rectal, cáncer colorrectal, cáncer 
cerebral, cáncer de garganta, cáncer oral, cáncer hepático, cáncer óseo, cáncer pancreático, coriocarcinoma, 
gastrinoma, feocromocitoma, prolactinoma, leucemia de células T/linfoma, neuroma, enfermedad de von Hippel-
Lindau, síndrome de Zollinger-Ellison, cáncer adrenal, cáncer anal, cáncer de los conductos biliares, cáncer de 
vejiga, cáncer de uréter, cáncer cerebral, oligodendroglioma, neuroblastoma, meningioma, tumor de médula espinal, 40 
cáncer óseo, osteocondroma, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, cáncer de sitio primario desconocido, carcinoide, 
carcinoide del tracto gastrointestinal, fibrosarcoma, cáncer de mama, enfermedad de Paget, cáncer cervical, cáncer 
colorrectal, cáncer rectal, cáncer esofágico, cáncer de la vesícula biliar, cáncer de cabeza, cáncer ocular, cáncer de 
cuello, cáncer renal, tumor de Wilms, cáncer de hígado, sarcoma de Kaposi, cáncer de próstata, cáncer de pulmón, 
cáncer testicular, enfermedad de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, cáncer oral, cáncer de piel, mesotelioma, mieloma 45 
múltiple, cáncer ovárico, cáncer pancreático endocrino, glucagonoma, cáncer pancreático, cáncer paratiroideo, 
cáncer de pene, cáncer pituitario, sarcoma de los tejidos blandos, retinoblastoma, cáncer de intestino delgado, 
cáncer de estómago, cáncer de timo, cáncer tiroideo, cáncer trofoblástico, mola hidatiforme, cáncer uterino, cáncer 
endometrial, cáncer de vagina, cáncer de vulva, neuroma acústico, micosis fungoide, insulinoma, síndrome 
carcinoide, somatostatinoma, cáncer de encías, cáncer cardíaco, cáncer de labio, cáncer meníngeo, cáncer de boca, 50 
cáncer de nervio, cáncer del paladar, cáncer de la glándula paratiroidea, cáncer del peritoneo, cáncer de faringe, 
cáncer pleural, cáncer de las glándulas salivales, cáncer de lengua y cáncer de amígdala. 
 
Composición farmacéutica 
 55 
Una composición farmacéutica de la invención comprende por lo menos un tipo de los vectores de la invención. 
Además, la composición puede comprender por lo menos dos, tres o cuatro vectores diferentes de la invención. 
Además del vector de la invención, una composición farmacéutica puede comprender además cualesquiera otros 
vectores, tales como otros vectores adenovíricos, otros agentes terapéuticamente eficaces, cualesquiera otros 
agentes, tales como portadores, tampones, excipientes, adyuvantes, antisépticos, agentes de relleno, 60 
estabilizadores o espesantes farmacéuticamente aceptables, y/o cualesquiera componentes presentes normalmente 
en productos correspondientes. 
 
La composición farmacéutica puede encontrarse en cualquier forma, tal como sólida, semisólida o líquida, que 
resulte adecuada para la administración. Una formulación puede seleccionarse de entre el grupo que consiste, 65 
aunque sin limitación, de soluciones, emulsiones, suspensiones, tabletas, pellets y cápsulas. 
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En una forma de realización preferida de la invención, el vector adenovírico oncolítico o composición farmacéutica 
actúa como vacuna para el cáncer in situ. Tal como se utiliza en la presente memoria "vacuna para el cáncer in situ" 
se refiere a una vacuna para el cáncer que elimina células tumorales y también incrementa la respuesta inmunitaria 
contra las células tumorales. La replicación vírica es una señal fuerte de peligro para el sistema inmunitario 5 
(=necesaria para una respuesta de tipo TH1) y, de esta manera, actúa como un fenómeno coestimulador potente 
con la maduración mediada por GM-CSF y la activación de las CPA y el reclutamiento de células NK. La lisis de las 
células tumorales también ayuda a presentar fragmentos tumorales y epítopos a las CPA y, además, se produce 
coestimulación mediante la inflamación. De esta manera, se produce una respuesta independiente de epítopo (es 
decir, no restringida a HLA) en el contexto de cada tumor y, por lo tanto, tiene lugar in situ. La respuesta inmunitaria 10 
específica de tumor resulta activada en la célula diana, así como en células circundantes, por ejemplo en el tejido 
diana. 
 
La dosis eficaz de los vectores depende de por lo menos el sujeto que requiere el tratamiento, el tipo tumoral, la 
localización del tumor y el estadio del tumor. La dosis puede variar, por ejemplo entre aproximadamente 108 15 
partículas víricas (PV) y aproximadamente 1014 PV, preferentemente entre aproximadamente 5x109 PV y 
aproximadamente 1013 PV, y más preferentemente entre aproximadamente 8x109 PV y aproximadamente 1012 PV. 
En una forma de realización específica, la dosis se encuentra comprendida en el intervalo de entre 
aproximadamente 5x1010 y 5x1011 PV. 
 20 
Las composiciones farmacéuticas pueden producirse mediante cualesquiera procedimientos convencionales 
conocidos de la técnica, por ejemplo mediante la utilización de cualquiera de entre los siguientes: modo por lotes, 
modo de alimentación por lotes y modo de cultivo de perfusión, purificación mediante cromatografía de columna, 
purificación en gradiente de CsCl y modos de perfusión con dispositivos de retención celular de baja cizalla. 
 25 
Administración 
 
El vector o composición farmacéutica de la descripción puede administrarse en cualquier sujeto eucariótico 
seleccionado de entre un grupo que consiste en plantas, animales y seres humanos. En una forma de realización 
preferida de la invención el sujeto es un ser humano o un animal. Un animal puede seleccionarse de entre un grupo 30 
que consiste en animales de compañía, animales domésticos y animales de producción. 
 
Puede utilizarse cualquier procedimiento convencional para la administración del vector o composición en un sujeto. 
La vía de administración depende de la formulación o forma de la composición, de la enfermedad, de la localización 
de los tumores, del paciente, de comorbilidades y de otros factores. En una forma de realización preferida de la 35 
invención, la administración se lleva a cabo mediante una inyección intratumoral, intramuscular, intraarterial, 
intravenosa, intrapleural, intravesicular, intracavitaria o peritoneal, o una administración oral. 
 
Únicamente una administración de vectores adenovíricos oncolíticos de la invención puede presentar efectos 
terapéuticos. Sin embargo, en una forma de realización preferida de la invención, se administran vectores 40 
adenovíricos oncolíticos o composiciones farmacéuticas varias veces durante el periodo de tratamiento. Los 
vectores adenovíricos oncolíticos o composiciones farmacéuticas pueden administrarse, por ejemplo, entre 1 y 10 
veces en las primeras 2 semanas, 4 semanas, mensualmente o durante el periodo de tratamiento. En una forma de 
realización, l administración se lleva a cabo tres a siete veces en las primeras 2 semanas, después a las 4 semanas 
y después mensualmente. En una forma de realización específica, la administración se lleva a cabo cuatro veces en 45 
las primeras 2 semanas, después a las 4 semanas y después mensualmente. La duración del periodo de tratamiento 
puede variar y puede prolongarse, por ejemplo, durante dos a 12 meses o más. 
 
Con el fin de evitar anticuerpos neutralizadores en un sujeto, los vectores de la invención pueden variar entre 
tratamientos. En una forma de realización preferida de la invención, se administra en un sujeto un vector adenovírico 50 
oncolítico que presenta un botón de fibra diferente de la cápside que el vector del tratamiento anterior. Tal como se 
utiliza en la presente memoria, "botón de fibra de la cápside" se refiere a la parte de botón de la proteína de fibra 
(figura 1). 
 
La terapia génica de la invención resulta eficaz por sí sola, pero la combinación de la terapia génica adenovírica con 55 
cualesquiera otras terapias, tales como la terapia tradicional, puede resultar más eficaz que una de ellas cualquiera 
por sí sola. Por ejemplo, cada agentes de la terapia de combinación puede funcionar independientemente en el 
tejido tumoral, los vectores adenovíricos pueden sensibilizar las células frente a la quimioterapia o la radioterapia y/o 
los agentes quimioterapéuticos pueden potenciar el nivel de replicación vírica o afectar al estado de receptor de las 
células diana. Los agentes de la terapia de combinación pueden administrarse simultánea o secuencialmente. 60 
 
En una forma de realización preferida de la invención, el procedimiento o utilización comprende además la 
administración de radioterapia concurrente en el sujeto. En otra forma de realización preferida de la invención, el 
procedimiento o utilización comprende además la administración de quimioterapia concurrente en un sujeto. Tal 
como se utiliza en la presente memoria, el término "concurrente" se refiere a una terapia que ha sido administrada 65 
antes, después o simultáneamente a la terapia génica de la invención. El periodo para una terapia concurrente 
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puede variar entre minutos y varias semanas. Preferentemente, la terapia concurrente dura algunas horas. 
 
Entre los agentes adecuados para la terapia de combinación se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, ácido todo-
trans-retinoico, azacitidina, azatioprina, bleomicina, carboplatino, capecitabina, cisplatino, clorambucilo, 
ciclofosfamida, citarabina, daunorrubicina, docetaxel, doxifluridina, doxorrubicina, epirrubicina, epotilón, etopósido, 5 
fluorouracilo, gemcitabina, hidroxiurea, idarrubicina, imatinib, mecloretamina, mercaptopurina, metotrexato, 
mitoxantrona, oxaliplatino, paclitaxel, pemetrexed, temozolomida, tenipósido, tioguanina, valrubicina, vinblastina, 
vincristina, vindesina y vinorrelbina. 
 
En una forma de realización preferida de la invención, el procedimiento o la utilización comprende además la 10 
administración de verapamilo u otro bloqueante de los canales del calcio en un sujeto. La expresión "bloqueante de 
los canales del calcio" se refiere a una clase de fármacos y sustancias naturales que alteran la conducción de los 
canales del calcio y puede seleccionarse de entre el grupo que consiste en verapamilo, dihidropiridinas, galopamilo, 
diltiazem, mibefradilo, bepridilo, fluspirileno y fendilina. 
 15 
En una forma de realización preferida de la invención, el procedimiento o la utilización comprende además la 
administración de agentes inductores de autofagia en un sujeto. La autofagia se refiere a un proceso catabólico que 
implica la degradación de los propios componentes de una célula mediante la maquinaria lisosómica. Los "agentes 
inductores de autofagia" se refieren a agentes capaces de inducir autofagia y pueden seleccionarse de entre el 
grupo que consiste de, aunque sin limitación, inhibidores de mTOR, inhibidores de PI3K, litio, tamoxifeno, cloroquina, 20 
bafilomicina, temsirolimus, sirolimus y temozolomida. En una forma de realización específica de la invención, el 
procedimiento comprende además la administración de temozolomida en un sujeto. La temozolomida puede ser 
temozolomida oral o intravenosa. 
 
En una forma de realización de la invención, el procedimiento o la utilización comprende además la administración o 25 
la quimioterapia o la terapia anti-CD20 u otros enfoques para el bloqueo de anticuerpos neutralizadores. La "terapia 
anti-CD20" se refiere a agentes capaces de eliminar las células positivas para CD20 y puede seleccionarse de entre 
el grupo que consiste en rituximab y otros anticuerpos monoclonales anti-CD20. La expresión "enfoques para el 
bloqueo de anticuerpos neutralizadores" se refiere a agentes capaces de inhibir la generación de anticuerpos 
antivíricos que normalmente resultan de la infección y pueden seleccionarse de entre el grupo que consiste en 30 
diferentes quimioterapéuticos, sustancias inmunomoduladoras, corticoides y otros fármacos. Estas sustancias 
pueden seleccionarse de entre el grupo que consiste de, aunque sin limitación, ciclofosfamida, ciclosporina, 
azatioprina, metilprenisolona, etopósido, CD40L, CTLA4Ig4, FK506 (tacrolismus), IL-12, IFN-gamma, interleuquina-
10, anticuerpos anti-CD8, anti-CD4, mieloablación y proteínas adenovíricas orales. 
 35 
El vector adenovírico oncolítico tal como se ha descrito induce la oncolisis mediada por viriones de las células 
tumorales y activa la respuesta inmunitaria humana contra las células tumorales. En una forma de realización 
preferente, el procedimiento o la utilización comprende además la administración de sustancias capaces de regular 
negativamente las células T reguladoras en un sujeto. La expresión "sustancias capaces de regular negativamente 
las células T reguladoras" se refiere a agentes que reducen el número de células identificadas como células T 40 
supresoras o T reguladoras. Estas células han sido identificadas como consistentes de uno o más de los 
marcadores inmunofenotípicos siguientes: CD4+, CD25+, FoxP3+, CD127- y GITR+. Dichos agentes que reducen las 
células T supresoras o T reguladoras pueden seleccionarse de entre el grupo que consiste en anticuerpos o 
quimioterapéuticos anti-CD25. 
 45 
En una forma de realización preferida de la invención, el procedimiento o la utilización comprende además la 
administración de ciclofosfamida en un sujeto. La ciclofosfamida es un agente quimioterapéutico común que también 
ha sido utilizado en algunos trastornos autoinmunitarios. En la presente invención, la ciclofosfamida puede utilizarse 
para potenciar la replicación vírica y los efectos de la estimulación inducida por GM-CSF de las células NK y T 
citotóxicas para una respuesta inmunitaria incrementada contra el tumor. Puede utilizarse en forma de dosis de bolo 50 
intravenoso o mediante la administración oral metronómica de dosis bajas. 
 
Cualquier procedimiento o utilización de la invención puede ser un procedimiento o utilización in vivo, ex vivo o in 
vitro. 
 55 
La presente invención se ilustra mediante los ejemplos siguientes, los cuales no pretenden ser limitativos en modo 
alguno. 
 
Ejemplos 
 60 
Ejemplo 1. Clonación de tres virus de tipo D24-GM-C SF 
 

- extracción de hGM-CSF mediante PCR, 
- creación de sitios SunI/MunI => 445 pb (pORF-GM-CSF como molde) 
- digestión con SunI/MunI de producto de PCR y pTHSN 65 
- ligación de extremos adherentes => 
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- pLanzadera-D24 linealizado con PmeI + pTG3602 => pAd5-D24 
- Ad5-D24-GM-CSF (SEC ID nº 8: región E1A con eliminación D24 en las posiciones nucleótidas 563-1.524 y 

una región de fibra en las posiciones nucleótidas 30.490-32.236) 
 
Recomb. homóloga: pAd5-D24 linealizado con Srfl + pTHSN-GM-CSF linealizado con Fspl => pAd5-D24- GM-5 
CSF 
 
Linealización con Pacl y transfección => Ad5-D24-GM-CSF 

 
Todas las etapas de la clonación se confirmaron mediante PCR y múltiples digestiones de restricción. Se secuenció 10 
el plásmido lanzadera pTHSN-GMCSF. La ausencia de E1 de tipo salvaje se confirmó mediante PCR. La región E1, 
el transgén y la fibra se comprobaron en el virus final mediante secuenciación y PCR, que seguidamente se llevó a 
un laboratorio de sala limpia para la producción. Con este fin, se extrajo el ADN vírico mediante incubación durante 
la noche (DN) con solución tampón apropiada y después se llevó a cabo PCR y secuenciación para analizar la 
integridad de la fibra, así como el ADNc de GMCSF. Se llevaron a cabo todas las etapas de producción vírica, 15 
incluyendo la transfección, con células A549 para evitar el riesgo de recombinación del tipo salvaje, tal como se ha 
descrito anteriormente (Kanerva A. et al., Mol. Ther. 8:449-58, 2003; Baeurschmitz G.J. et al., Mol. Ther. 14:164-74, 
2006). GM-CSF se encuentra bajo el promotor E3 (específicamente bajo elementos de control endógenos de la 
expresión del gen E3A vírico), resultando en la expresión del transgén asociada a la replicación, que se inicia 
aproximadamente 8 h después de la infección. La región E3 se encuentra intacta excepto por la eliminación de 20 
6.7K/gp19K. 
 
De manera idéntica se construyó Ad5/3-GM-CSF (SEC ID nº 7) y Ad5-RGD-D24-GM-CSF (SEC ID nº 9: región E1A 
con la eliminación D24 en las posiciones nucleótidas 580-1.541, una región de fibra en las posiciones nucleótidas 
30.514-32.286 y modificación RGD en las posiciones nucleótidas 32.128 a 32.183), excepto por la utilización de un 25 
plásmido de rescate con un botón de serotipo 3, o RGD-4C en el bucle HI de la fibra de Ad5. De manera similar 
también se creó Ad5-pK7-D24-GMCSF (SEC ID nº 10: región E1A con eliminación D24 en las posiciones 
nucleótidas 561-1.526, una región de fibra en las posiciones nucleótidas 30.499-32.255 y modificación pK7 en las 
posiciones nucleótidas 32.247 a 32.378) (figuras 2 a 4). 
 30 
Se construyó Ad5/3-D24-GM-CSF de la manera siguiente. Se creó un plásmido derivado de pAdEasy-1 que 
contenía una fibra quimérica 5/3, pAdEasy573, mediante recombinación homóloga en E. coli del genoma vírico de 
Ad5/3luc1 y fragmento de 8,9 kb digerido con BstXI de pAdEasy-1. A continuación, se linealizó un vector lanzadera 
que contenía una eliminación de 24 pb en E1A (pLanzaderaD24) con PmeI y se recombinó con pAdEasy5/3, 
resultando en pAd5/3-D24. Con el fin de insertar el gen GMCSF humano en la región E3, se creó un vector pTHSN 35 
de clonación de E3 mediante la inserción del fragmento SpeI a NdeI del genoma de Ad5 en el sitio de multiclonación 
de pGEM5Zf+ (Promega, Madison, WI). El plásmido pTHSN se digirió adicionalmente con SunI/MunI creando una 
eliminación de 965 pb en la región E3 (con eliminación de 6.7K y gp19K). El ADNc de 432 pb codificante de GMCSF 
humano (Invitrogen, Carlsbad, CA) se amplificó con cebadores que presentaban los sitios de restricción específica 
SunI/MunI flanqueantes del gen y después se insertaron en pTHSN digerido con SunI/MunI (pTHSN-GMCSF). Se 40 
generó el plásmido pAd5/3-D24-GMCSF mediante recombinación homóloga en E. coli entre pTHSN-GMCSF 
linealizado con FspI y pAd5/3-D24 linealizado con Srfl. Se liberó el genoma vírico Ad5/3-D24-GMCSF mediante 
digestión con PacI y transfección en células A549 para la amplificación y el rescate (figuras 13 y 14, SEC ID nº 7). 
 
Ejemplo 2. Análisis in vitro de los virus de tipo D24-GM-CSF 45 
 
Se estudió la eficacia in vitro de los virus de tipo D24-GM-CSF en células de cáncer de pulmón (A549), células de 
explante derivadas de células madre de cáncer mamario (JIMT-1) y células de cáncer mamario (MDA-MB-436) 
mediante la utilización de ensayos de eliminación celular MTS. El ensayo MTS es actualmente el procedimiento 
estándar para evaluar la viabilidad celular en publicaciones de terapia génica del cáncer. Ad5Luc1 es un virus 50 
deficiente en replicación y actúa como un control negativo. Ad5wt es un virus Ad5 de tipo salvaje (cepa Ad300wt) y 
ha sido utilizado como control positivo. Ad5-D24-E3 porta una eliminación de 24 pb isogénica en E1 pero presenta 
una región E3 intacta. PV indica partículas víricas. 
 
En resumen, Ad5-D24-GMCSF presentaba una actividad oncolítica similar a los controles positivos in vitro y, por lo 55 
tanto, la producción del transgén no comprometió la potencia oncolítica del virus (figuras 5a-c). Se muestran datos 
similares para Ad5/3-D24-GM-CSF y Ad5-RGD-D24-GM-CSF (figura 5d). 
 
Para someter a ensayo si Ad5D24-GMCSF era capaz de expresar el transgén, la línea celular A549 se infectó con 
1.000 PV/célula y se recolectó medio durante el tiempo. Se midió la concentración de GMCSF (figura 6a) en el 60 
medio mediante FACSARRAY (BD Biosciences, San Diego, CA, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Además, los presentes inventores también analizaron si el GMCSF expresado por virus conservaba su función 
biológica. Con este fin, la línea celular TF1, el crecimiento y supervivencia de la cual es estrictamente dependiente 
de GMCSF humano, se trató con medio recolectado de la línea celular A549 previamente infectada con Ad5D24-
GMCSF. Se evaluó la viabilidad de TF1 durante el tiempo con el ensayo MTS. El resultado de dicho experimento fue 65 
que el GMCSF expresado por el virus era capaz de estimular el crecimiento de dicha línea celular y no se observó 
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ninguna diferencia con la misma línea celular tratada con GMCSF recombinante humano (Sigma) (figura 6b). 
 
Ejemplo 3. Análisis de pretratamiento de la transdu cción 
 
I. Infección de células tumorales con Ad5Luc1 5 
 
Con el fin de comprobar que un tumor podía infectarse con virus basados en Ad5, se homogenizaron biopsias 
extraídas de los tejidos y se infectaron con Ad5Luc1 codificante de luciferasa siguiendo el protocolo estándar de 
infección. Brevemente, las células sembradas en pocillos se lavaron dos veces con PBS, se descongeló virus y se 
resuspendió en una cantidad mínima de medio de crecimiento y se vertió suavemente sobre las células. La infección 10 
se produjo durante 30 minutos y después las células se lavaron nuevamente en PBS y se añadió una cantidad 
apropiada de medio de crecimiento completo. Se cuantificó la luciferasa 24 horas después. Observar que sólo se 
obtuvo una cantidad mínima de tejido y, por lo tanto, no pudo calcularse el número de células ni el número de virus 
normalizado respecto a la cantidad de tejido. De esta manera, no se realizaron análisis cuantitativos aunque los 
datos cualitativos mostraron una transferencia génica exitosa en los pacientes O12 y C3 (figuras 7a-b). Se restaron 15 
los valores de luciferasa de fondo (aproximadamente 200 URL). 
 
II. Tinción inmunohistoquímica de CAR 
 
Se recolectaron especímenes de archivo disponibles de los tumores de pacientes (pacientes para el tratamiento con 20 
Ad5-D24-GM-CSF) y se analizaron para la expresión de CAR (el receptor del adenovirus de serotipo 5) mediante 
inmunohistoquímica. Las tinciones de receptor adenovírico CAR de los citoplasmas de células de cáncer (M3), 
adenocarcinoma de yeyuno (C3), carcinoma pancreático (H7), infiltración lobular de carcinoma (R8), metástasis 
hepática del cáncer ovárico (O12) y metástasis pulmonar del sarcoma sinovial (S23) se muestran en la figura 7c. 
 25 
III. Valoraciones de anticuerpo neutralizante contra la cápside de Ad5/3 
 
Se sembraron células 293 en placas de 96 pocillos a razón de 1x104 células/pocillo y se cultivaron durante la noche. 
Al día siguiente las células se lavaron con DMEM sin FCS. Para inactivar el complemento, se incubaron muestras de 
suero humano a 56ºC durante 90 min. Se preparó una serie de dilución de cuatro veces (1:1 a 1:16.384) en DMEM 30 
sin suero (Sarkioja M. et al., Gene Ther. 15(12):921-9, 2008). Se mezcló Ad5/3luc1 con diluciones de suero y se 
incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. A continuación, se infectaron células por triplicado con 100 
PV/célula en 50 µl de la mezcla y 1 h después se añadieron 100 µl de medio de crecimiento con FCS al 10%. 
Veinticuatro horas después de la infección se listaron las células y se midió la actividad de luciferasa con el sistema 
de ensayo de luciferasa (Promega, Madison, WI) utilizando un luminómetro TopCount (Perkin Elmer, Waltham, MA). 35 
Las lecturas de luciferasa se representaron gráficamente respecto a la transferencia génica conseguida con 
Ad5/3luc1 solo, a fin de evaluar el efecto de los anticuerpos neutralizantes en el suero de los pacientes tratados con 
Ad5/3-D24-GMCSF. El título de anticuerpos neutralizantes se determinó como el grado más bajo de dilución que 
bloqueaba la transferencia génica en más de 80%. 
 40 
Ejemplo 4. Análisis ex vivo de la eficacia de Ad5/3-D24-GMCSF en muestras de a scites y pleurales 
 
Se almacenaron muestras frescas de ascites/efusión pleural a +4ºC durante la noche. La muestra se dividió en tubos 
Falcon de 50 ml y las células se aislaron mediante centrifugaron a 900 rpm, 8 min., a +4ºC. Para lisar los glóbulos 
rojos, las muestras se incubaron durante 5 a 10 min. a temperatura ambiente con 25 ml de tampón de lisis ACK 45 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Los tubos Falcon se rellenaron con DMEM al 2% y las células se centrifugaron (900 rpm, 
8 min., +4ºC). Se preparó la suspensión celular de 100.000 células/ml en DMEM al 2%-fungizona (50 ml de DMEM 
al 2% + 200 µl de fungizona (BMS, Espoo, Finlandia)). 
 
Para el ensayo de luciferasa, con el fin de someter a ensayo el efecto de la modificación de la cápside sobre la 50 
eficacia transduccional, las células se sembraron en dos placas de 24 pocillos, 50.000 células/pocillo. Veinticuatro 
horas después las células se infectaron por triplicado con Ad5luc1 o Ad5/3luc1 a concentraciones de 500 pv/células 
y de 5.000 pv/célula en DMEM al 2%. Se analizó la expresión de luciferasa de manera similar a la utilizada en el 
Ejemplo 3 (determinación de los títulos de anticuerpos neutralizantes). 
 55 
Se analizaron las muestras de pretratamiento frescas de ascites y efusión pleural de los pacientes K75 y V136, 
respectivamente, y en ambas muestras se observó un nivel elevado de transducción con Ad5/3. 
 
Para el ensayo de MTS, con el fin de someter a ensayo la potencia de Ad5/3-D24-GMCSF sobre las muestras 
clínicas, se sembraron células en dos placas de 96 pocillos, 10.000 células/pocillo. Las células se infectaron tras 24 60 
h de incubación. Las infecciones se llevaron a cabo en DMEM al 2%. Al día siguiente se añadió DMEM al 10%. Las 
células se comprobaron diariamente y el medio de cultivo se cambió en días alternos. Antes de las mediciones, se 
aspiró el medo y se añadieron 100 µl de DMEM al 10% fresco a los pocillos utilizando una pipeta. Se añadieron 20 µl 
de tampón de ensayo MTS (Promega, Madison, WI) y las células se incubaron durante 1,5 a 4 horas. Se midió la 
absorbancia utilizando el software Multiscan Ascent y Ascent v2.6 (Thermo Labsystems, Helsinki, Finlandia) a 490 65 
nm y se restó la absorbancia de fondo de la absorbancia de las muestras. 
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Las muestras pretratamiento de efusión pleural de V136 y M137 se evaluaron para la potencia oncolítica de Ad573-
D24-GMCSF. Seis días después de la infección se observaron 62% y 29% menos células viables (p<0,001), 
respectivamente, que en una muestra de control no infectada, sugiriendo que Ad5/3-D24-GMCSF era capaz de 
eliminar las células tumorales presentes en la efusión. 5 
 
Para evaluar la presencia de virus en las muestras obtenidas después del tratamiento, las células se resuspendieron 
en 3 ml de DMEM al 2% tras lisar los glóbulos rojos y congelar-descongelar cuatro veces a -80ºC. Se sembraron las 
células 293 en placas de 96 pocillos, a razón de 10.000 células/pocillo, y se incubaron durante 24 horas. Las 
muestras se centrifugaron durante 15 min., 4.000 rpm, +4ºC, y el recolectó el sobrenadante. Las células 293 se 10 
infectaron con 100 µl/pocillo del sobrenadante. Tras 10 días de incubación, se evaluaron los pocillos para la 
presencia de efecto citopático. 
 
Con el fin de evaluar la replicación de Ad5/3-D24-GMCSF en el tumor, los presentes inventores también analizaron 
una muestra de ascites extraída del paciente O82 7 días después del tratamiento. Lo anterior resultó en que el 70% 15 
de las células mostraba un efecto citopático, mientras que las células de control no infectadas no mostraron efectos 
similares. 
 
Ejemplo 5. Análisis in vivo de los virus de tipo D24-GM-CSF en animales 
 20 
Se sometió a ensayo la eficacia in vivo de Ad5-D24-GM-CSF en hámsters sirios inmunocompetentes, los cuales son 
semipermisivos de la replicación de los adenovirus humanos (los ratones son no permisivos) (Ying B. et al., Cancer 
Gene Ther. doi:10.1038/cgt.2009.6, 2009). Se inyectaron 7x106 células de cáncer pancreático HapT1 por vía 
subcutánea y 1x109 partículas víricas (PV) de Ad5-D24-GMC-CSF o de Ad5D24E3 (que no expresa GM-CSF) por 
vía intratumoral los días 0, 2 y 4. El grupo de control simulado recibió la inyección del mismo volumen de medio de 25 
cultivo en los mismos puntos temporales indicados. La figura 8b muestra que las inyecciones intratumorales de Ad5-
D24-GMCSF resultó en niveles elevados de GM-CSF_h en el suero de los hámsters sirios. Es conocido que el GM-
CSF humano es activo en hámsters sirios (Cho, Exp. Toxicol. Pathol. 57(4):321-8, 2006). Resulta interesante que 
todos los animales se encontraban libres de tumores el día dieciséis, excepto en el grupo de control simulado (figura 
8a). Las cicatrices tumorales se siguieron analizando durante dos semanas adicionales con el fin de evaluar si se 30 
producía la reparación del tumor. Sin embargo, el día 32 seguía sin observarse ningún indicio de tumor en estos 
animales, de manera que se terminó la primera parte del experimento y los animales del grupo de control simulado 
fueron sometidos a eutanasia. Los animales de tratamiento restantes se retaron en este punto con el mismo tumor 
en el flanco derecho del cuerpo superior mediante inyección subcutánea de 7x106 células HapT1, mientras que en el 
flanco izquierdo se retaron con un tumor diferente (1x106 de tumor HaK) al que no habían sido expuestos 35 
anteriormente los animales. Se midió el crecimiento  tumoral durante el tiempo y se muestra en las figuras 8c-d. 
Resulta interesante que los animales que habían sido tratados anteriormente con Ad5D24GMCSF rechazaron por 
completo el reto tumoral de HapT1, mientras que los tumores Hak crecieron normalmente, mientras que los animales 
que habían sido tratados anteriormente con Add5D24E3 mostraron un crecimiento independiente de los tumores 
HapT1 y HaK (figuras 8c-d). 40 
 
En resumen, los datos indican que Ad5-D24-GM-CSF presenta actividad antitumoral en animales portadores de 
tumor inmunocompetentes y es capaz de inducir inmunidad específica tumoral en la medida en que se rechazan 
retos posteriores del mismo tumor. 
 45 
Ejemplo 6. Análisis in vivo de virus de tipo D24-GM-CSF en pacientes humanos 
 
I. Pacientes 
 
Se incluyeron pacientes con tumores sólidos avanzados y refractarios al tratamiento en un protocolo de tratamiento 50 
compasivo aprobado por el gobierno. La información sobre los pacientes receptores de Ad5-D24-GM-CSF se 
proporciona en la Tabla 1. 
 
Se trataron 22 pacientes con tumores sólidos avanzados refractarios a las terapias estándares (Tabla 6) con una 
sola ronda de Ad5/3-D24-GMCSF por vía intravenosa e intratumoral (Tabla 7). Se llevó a cabo la inyección 55 
intratumoral por vía intraperitoneal o intrapleural en el caso de carcinomatosis o metástasis pleurales, 
respectivamente. Los criterios de inclusión eran tumores sólidos refractarios a las terapias convencionales, 
puntuación de estado general OMS de 3 o inferior y ninguna deficiencia funcional en órgano principal. Los criterios 
de exclusión eran trasplante de órgano, VIH, enfermedad pulmonar, metabólica o cardiovascular severa u otros 
síntomas, o resultados o enfermedades que desaconsejen el tratamiento vírico oncolítico. Se obtuvo consentimiento 60 
informado escrito y los tratamientos se administraron según las buenas prácticas clínicas y la Declaración de 
Helsinki. 
 
II. Tratamientos con vector adenovírico codificante de GM-CSF 
 65 
a) Tratamientos de Ad5-D24-GM-CSF, Ad5/3-D24-GM-CSF o Ad5-RGD-D24-GM-CSF 

E09796016
27-01-2017ES 2 612 889 T3

 



  

 15 

 
A continuación se produjo Ad5-D24-GM-CSF, Ad5/3-D24-GM-CSF o Ad5-RGD-D24-GM-CSF según grado clínico y 
se inició el tratamiento de los pacientes. Este programa de uso compasivo de "etapa 0" se debatió en el FinOHTA 
(evaluación nacional de tecnologías médicas) y el Comité de negociación ética de la asociación médica finlandesa. 
Los aspectos legales fueron revisados por el ministerio de asuntos sociales y salud, por la agencia nacional médica, 5 
por el consejo legal de la asociación médica finlandesa, por la autoridad nacional para asuntos médico-legales y por 
el comité parlamentario de asuntos sociales y salud. Los tratamientos fueron aprobados por el comité de tecnología 
génica finlandés. 
 
Los pacientes recibieron una única ronda de tratamiento el día 0. La administración de virus se llevó a cabo 10 
mediante inyección intratumoral guiada por ultrasonidos y se administraron por vía intravenosa aproximadamente un 
quinto de la dosis. Se seleccionó una dosis inicial de 8x1010 PV basándose en los resultados de seguridad 
publicados en la literatura. 
 
Se diluyó el virus en solución salina estéril en el momento de la administración bajo condiciones apropiadas. Tras la 15 
administración de virus, se realizó un seguimiento de todos los pacientes durante la noche en el hospital y 
posteriormente durante las siguientes 4 semanas como pacientes ambulatorios. Se llevó a cabo la evaluación física 
y el historial médico en cada visita y se realizó un seguimiento de los valores de laboratorio clínicamente relevantes. 
Se registraron los efectos secundarios del tratamiento y se puntuaron de acuerdo con la terminología común para 
sucesos adversos v3.0 (CTCAE, por sus siglas en inglés). 20 
 
Debido a que muchos pacientes de cáncer presentan síntomas debidos a la enfermedad, no se puntuaron los 
síntomas preexistentes en el caso de que no empeorasen. sin embargo, en el caso de que el síntoma se volviese 
más severo, por ejemplo un grado pretratamiento 1 se incrementase a grado 2 después del tratamiento, se puntuaría 
como grado 2. Se analizaron los niveles séricos de GMCSF y otras cuatro citocinas (IL-6, IL-8, IL-10 y FNT-alfa) 25 
utilizando el la matriz citométrica de microesferas BD (CBA) con el Human Soluble Protein Flex Set (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EEUU). Se evaluó el tamaño tumoral mediante escaneo de tomografía computerizada 
(TC) de contraste potenciado. Se obtuvieron los diámetros tumorales máximos. Se aplicaron los criterios de 
evaluación de respuesta en tumores sólidos (RECIST1.1, por sus siglas en inglés) a la enfermedad global, 
incluyendo lesiones inyectadas y no inyectadas. Estos criterios eran: respuesta parcial RP (>30% de reducción de la 30 
suma de los diámetros tumorales), enfermedad estable (EE) (ninguna reducción/incremento), enfermedad progresiva 
EP (>20% de incremento). Las reducciones tumorales claras que no satisficiesen una RP se puntuaron como 
respuestas menores (RM). También se evaluaron los marcadores tumorales séricos en el caso de que se 
encontrasen elevados en la línea base y se utilizaron los mismos porcentajes. 
 35 
Se recolectaron muestras de sangre antes y después del tratamiento para los análisis. En la Tabla 1 se resume la 
carga vírica en el suero de los pacientes tratados con Ad5-D24-GMCSF. Se utilizó una PCR cuantitativa (PCRc) 
para dicho análisis (ver la sección III para una descripción de los procedimientos). 
 
Las Tablas 2, 3 y 4 resumen todos los sucesos adversos que se registraron durante y después del tratamiento con 40 
Ad5-D24-GM-CSF. todos los sucesos adversos se clasificaron según la terminología común para sucesos adversos 
v3.0 (CTCAE, por sus siglas en inglés). Debe indicarse que todos los pacientes manifestaron síntomas de tipo gripe 
de grado 1 y/o 2 pero sólo se observaron dos síntomas de grado 3, un caso de estreñimiento en un paciente de 
cáncer ovárico que había sufrido de estreñimiento anteriormente y una hiponatremia de grado 3. 
 45 
En la Tabla 5 se informa de la evaluación de eficacia de Ad5-D24-GM-CSF según los criterios RECIST (Therasse P. 
et al., J. Natl. Cancer Inst. 92:205-16, 2000). Resulta interesante que se observaron dos respuestas completas (RC) 
y cinco enfermedades estables (EE) en 14 pacientes analizables para una tasa de beneficio clínico de 50%. 
 
b) Seguridad de Ad5/3-D24-GMCSF en pacientes de cáncer 50 
 
Los tratamientos resultaron bien tolerados hasta el más elevado utilizado: 4x1011 PV/paciente. No se observaron 
sucesos adversos de grado 4-5. Los síntomas de tipo gripe de grado 1-2 eran comunes, experimentando 19/22, 
17/22 y 8/22 pacientes, fiebre, fatiga o síntomas respiratorios superiores, respectivamente. El dolor en el sitio de 
inyección (6 pacientes), dolor abdominal (10 pacientes) y náuseas (9 pacientes) también fueron sucesos adversos 55 
de grado 1-2 comunes. Se observaron efectos secundarios hematológicos asintomáticos y autolimitantes de grado 3 
en 4 pacientes: anemia (grado 2 en la línea base), neutropenia, elevación de aspartato aminotransferasa e 
hiponatremia. El único efecto secundario de grado 3 no hematológico era la colecistitis, observada tres semanas 
después del tratamiento en el paciente de cáncer pancreático H83. También presentaba elevaciones de grado 3 de 
alanina aminotransferasa y de bilirrubina. Conjuntamente, dichos síntomas sugieren compresión de los conductos 60 
biliares mediada por el tumor. No resulta claro si ello era hinchazón inflamatoria mediada por el tratamiento o 
crecimiento tumoral causado por la progresión de la enfermedad. 
 
III. Detección del virus en la sangre 
 65 
Se recolectaron muestras de suero de los pacientes tratados con Ad5-D24-GM-CSF o Ad5/3-D24-GM-CSF (ver el 
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Ejemplo 6, I.) y se llevó a cabo una PCR convencional con los cebadores y las condiciones según Takayama et al., 
J. Med. Virol. 79:278-284, 2007. Brevemente, se extrajo ADN total mediante la adición de 3 µg de ADN portador 
(ácido polidesoxiadenílico; Roche, Mannheim, Alemania)  a 400 µl de suero y utilizando el minikit de ADN QIAamp. 
El ADN extraído se eluyó en 60 µl de agua sin nucleasas y se midieron las concentraciones de ADN mediante 
espectrofotometría. La amplificación por PCR se basó en cebadores y sonda con diana en la región E1A flanqueante 5 
de la eliminación de 24 pb (cebador directo: 5'-TCCGGTTTCTATGCCAAACCT-3' (SEC ID nº 1), cebador inverso: 5'-
TCCTCCGGTGATAATGACAAGA-3' (SEC ID nº 2) y la sonda onco 5'FAM-TGATCGATCCACCCAGTGA-3'MGBNFQ 

(SEC ID nº 3). Además, se utilizó una sonda complementaria a una secuencia incluida en la región de 24 pb 
destinada a ser eliminada para someter a ensayo las muestras para la presencia de infección por adenovirus de tipo 
salvaje (sonda wt 5'VIC-TACCTGCCACGAGGCT-3'MGBNFQ (SEC ID nº 4)). 10 
 
Las condiciones de PCR en tiempo real para cada reacción de 25 µl eran las siguientes: mezcla maestra de sondas 
2X LightCycler480 (Roche, Mannheim, Alemania), 800 nM de cada cebador directo e inverso, 200 nM de cada sonda 
y 250 ng de ADN extraído. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un LightCycler (Roche, Mannheim, 
Alemania) bajo las condiciones de ciclado siguientes: 10 min. a 95ºC, 50 ciclos de 10 s a 95ºC, 30 s a 62ºC y 20 s a 15 
72ºC y 10 min. a 40ºC. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Se utilizaron reactivos de control positivo 
interno exógenos TaqMan (Applied Biosystems) en los mismos análisis de PCR para someter a ensayo cada 
muestra para la presencia de inhibidores de PCR. 
 
Se generó una curva estándar de regresión utilizando ADN extraído de diluciones en serie de Ad5/3-D24-Cox2L 20 
(1x108-10 pv/ml) en suero humano normal. El límite de detección y el límite de cuantificación del ensayo eran de 500 
pv/ml de suero. 
 
Las muestras positivas se confirmaron mediante PCR en tiempo real utilizando la mezcla maestra LightCycler480 
SYBR verde I (Roche, Mannheim, Alemania) y cebadores específicos para adenovirus y secuencias de GM-CSF 25 
(cebador directo: 5'-AAACACCACCCTCCTTACCTG-3' (SEC ID nº 5) y el cebador inverso 5'-
TCATTCATCTCAGCAGCAGTG-3' (SEC ID nº 6)). 
 
IV. Presencia de Ad5/3-D24-GMCSF en suero después del tratamiento 
 30 
Todos los pacientes eran negativos para Ad5/3-D24-GMCSF antes del tratamiento con Ad5/3-D24-GMCSF. El día 1, 
17/19 pacientes presentaba niveles medibles de genomas víricos en el suero, siendo el título más alto de 2061 
PV/ml de suero. De muestras extraídas durante los días 3 a 7, 12/15 pacientes fueron positivos, siendo el título más 
alto de 3,36x105 pv/ml de suero. Se observaron muestras positivas hasta el día 58 después del tratamiento (Tabla 
9). 35 
 
V. Títulos de GMCSF y de anticuerpos neutralizantes en el suero después del tratamiento 
 
No se observó ningún cambio significativo de los niveles sistémicos de GMCSF tras el tratamiento de Ad5/3-D24-
GMCSF. Este hecho se correlaciona bien con la ausencia de efecto significativo sobre los niveles de glóbulos 40 
blancos totales. Lo anterior sugiere una restricción general de la producción de GMCSF a los sitios locales de 
replicación vírica en los tumores. En un paciente, S70, se observó un incremento transitorio de GMCSF sérico el día 
4 acompañado de una elevación transitoria del recuento leucocitario. Lo anterior podría relacionarse con replicación 
vírica eficaz, ya que el paciente presentaba simultáneamente fiebre y 3,36x105 pv/ml de virus en el suero (Tabla 9). 
Este paciente no experimentó ningún suceso adverso grave durante el seguimiento. Sin embargo, un escaneo de TC 45 
después del tratamiento sugirió actividad antitumoral (EE) y durante 4 semanas después del tratamiento el paciente 
se sintió mejor y desaparecieron sus dolores torácicos persistentes. La concentración de GMCSF más alta medida 
en la sangre de dicho paciente fue de 115 pg/ml, que es aproximadamente 10 veces inferior a los niveles tóxicos de 
GMCSF en el ser humano. 
 50 
En la línea base, 4/15 pacientes fueron completamente negativos para anticuerpos neutralizantes contra Ad5/3. 
Otros 2 pacientes presentaban títulos prácticamente indetectables (1-4), mientras que 8 pacientes presentaban un 
título neutralizador bajo (16-64). Ningún paciente presentaba títulos neutralizadores intermedios o elevados contra 
Ad5/3 en la línea base. Tras el tratamiento, el título se incrementó en todos los pacientes (p<0,005) (Tabla 9). No se 
observó correlación clara entre los títulos de anticuerpo neutralizante y la dosis vírica, la actividad antitumoral o la 55 
toxicidad. Resulta interesante que con respecto a la carga vírica en el suero, dos pacientes, Y62 y O79, eran 
positivos para anticuerpos neutralizantes en la línea base y presentaban títulos elevados durante las semanas 2 a 4 
pero todavía presentaban cargas medibles de virus presentes en el suero tras por lo menos 28 y 58 días, 
respectivamente (Tabla 9). Lo anterior indica que incluso los títulos de anticuerpo elevados no pueden dificultar la 
replicación vírica en los tumores. Resulta interesante que el título de anticuerpo no alcanzó el máximo en todos los 60 
pacientes. Por ejemplo, S70, X122 y H83 presentaban un número elevado de virus circulante durante la semana 1 y 
el título de anticuerpos de los mismos se incrementó lentamente. 
 
VI. Eliminación de células tumorales diferenciadas 
 65 
Los escaneos de TC de un paciente que sufría de cáncer ovárico y un paciente que sufría de mesotelioma (ver la 
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Tabla 1) antes y después del tratamiento de Ad5-D24-GM-CSF se muestran en las figuras 9a-b. 
 
VII. Eficacia de Ad5/3-D24-GMCSF 
 
Todos los pacientes presentaban tumores en progresión antes del tratamiento. Pudieron evaluarse 12 pacientes 5 
para el beneficio radiológico según RECIST1.1 (Tabla 9). Dos pacientes presentaron una respuesta menor, 6 
pacientes presentaron enfermedad estable y 4 pacientes presentaban enfermedad progresiva (EP). Por lo tanto, la 
tasa de beneficio clínico radiológico fue de 67%. Debe indicarse que el tumor pancreático de rápidamente 
crecimiento en H96 detuvo su crecimiento pero apareció una lesión metastásica en los pulmones y, de esta manera, 
recibió una puntuación de EP. De manera similar, el paciente O129 presentó una reducción de 6% del tumor 10 
inyectado pero presentó una nueva metástasis. En el paciente V136, que presentaba dos cánceres metastásicos, 
desapareció una lesión hepática no inyectada, mientras que los demás tumores se mantuvieron como EE. 
 
Con respecto a los marcadores tumorales, evaluados para pacientes que presentaban marcadores elevados en la 
línea base, 2/6 mostraron cierta reducción de los niveles de los marcadores y 4/6 mostraron una elevación de los 15 
niveles de los marcadores (Tabla 9). 
 
La supervivencia global de los pacientes tras el tratamiento se muestra en la figura 14. 
 
Además de las mediciones objetivas de actividad antitumoral, los presentes inventores también observaron un 20 
beneficio clínico y/o subjetivo en varios casos (Tabla 9). Entre ellos se incluían los pacientes en los que mejoró su 
estado general de bienestar, un tumor palpable con sensación de ser más blando y/o más pequeño y el alivio de 
síntomas causados por el tumor. Resulta importante que dos pacientes que previamente habían sufrido de una 
rápida acumulación de ascites y/o efusión pleural, presentaban una clara reducción de su acumulación tras el 
tratamiento vírico; este efecto se mantuvo durante varios meses en ambos casos. 25 
 
Globalmente, se observaron signos de eficacia antitumoral en 13/21 de los pacientes (62%). 
 
VIII. Efectos hematológicos del tratamiento 
 30 
Se estudiaron los niveles de leucocitos, eritrocitos, Hb, trombocitos, bilirrubina, INR, ALT, AST, ALP, creatinina, K, 
Na, CRP, CA19-9, GT, dímeros D de la fibrina y ACE tras el tratamiento de Ad5/3-D24-GM-CSF (Tablas 3 y 4). 
 
IX. respuesta inmunitaria contra los virus 
 35 
a) IL-6, IL-10, FNT-α e IL-8 
 
Una potencial desventaja de la terapia génica de adenovirus es su toxicidad temprana debido a los componentes 
víricos, los cuales pueden ser inmunógenos y pueden conducir a un choque de tipo séptico e incluso a la muerte 
(Brunetti-Pierri et al., Gene Ther., 2004; Raper et al., 2002). Por lo tanto, resulta extremadamente importante realizar 40 
un seguimiento de los signos de una posible tormenta de citocinas, que puede desarrollarse después hasta el fallo 
orgánico. Con este fin, poco después del tratamiento y en el tiempo indicado, se extrajo sangre de los pacientes y se 
analizaron las citocinas proinflamatorias mediante FACSARRAY tal como se indica en el artículo de Cerullo V. et al. 
(Mol. Ther. 15:378-85, 2007). No se observaron cambios significativos en los pacientes tratados con Ad5-D24-GM-
CSF, indicando una falta de toxicidad innata temprana. 45 
 
Para los resultados de falta de toxicidad innata temprana relacionada con Ad5/3-D24-GM-CSF, ver la Tabla 10. 
 
b) Inducción de células T citotóxicas contra tumores e inmunidad específica contra epítopos tumorales 
 50 
La muerte celular oncolítica permite que el sistema inmunitario adquiera la capacidad de reconocer y eliminar células 
tumorales. Lo anterior resulta potencialmente beneficioso para la erradicación tumoral y podría facilitar la curación. 
El adenovirus es eliminado del cuerpo en un tiempo relativamente corto tras la administración; por lo tanto, resulta 
de importancia crucial estimular el sistema inmunitario para que pueda reconocer antígenos tumorales específicos, 
de manera que el tratamiento pueda resultar en un efecto beneficio sostenido para el paciente. Además, en 55 
presencia de anticuerpo, el virus resulta neutralizado, de manera que pueda perder su eficacia de infección de 
metástasis. Sin embargo, las células T efectoras o las células NK inducidas contra el tumor pueden circular 
libremente y finalmente eliminar las metástasis lejos del tumor inyectado. Con el fin de demostrar que el adenovirus 
que expresa GMCSF es capaz de inducir inmunidad específica de adenovirus y de tumor, las CMSP recolectadas de 
los pacientes tratados se analizaron mediante ELISPOT de IFN-gamma. El ELISPOT se llevó a cabo en forma ciega 60 
por una compañía externa a la que no se había proporcionado información sobre ningún tipo de tratamiento aplicado 
a los pacientes (Proimmune). En las figuras 10a-d se ilustran los resultados de dicho análisis. Resulta evidente que 
en los mismos pacientes, al estimular las células T con un conjunto de péptidos derivados del antígeno tumoral 
(survivina) o de adenovirus (pentona), dichas células resultaron activadas y por lo tanto producían IFN-gamma (IFN-
gamma es un marcador de activación específico de las células T estimuladas). 65 
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La figura 11 muestra la inducción de células T específicas de hexona adenovírica. Los leucocitos recolectados de los 
pacientes tratados con Ad5-D24-GMCSF se tiñeron con anticuerpos tetrámeros específicos de CD3, CD8 y hexona y 
se analizaron mediante citometría de flujo antes y después del tratamiento. El tratamiento incrementó las células T 
citotóxicas específicas de hexona de 0,21% a 2,72%. 
 5 
c) Reducción de las células T reguladoras 
 
Los datos anteriores demuestran que la administración metronómica de ciclofosfamida reduce las células T 
reguladoras (T-reg) en animales de laboratorio. 
 10 
Dicho enfoque se utilizó en pacientes que habían recibido la administración metronómica de ciclofosfamida antes y 
después del tratamiento de Ad5-D24-GM-CSF y el análisis de T-reg se llevó a cabo en CMSP recolectadas de 
dichos pacientes. En el ejemplo ilustrado en la figura 12 se muestra un ejemplo del paciente R73 y muestra una 
reducción de las T-reg circulantes. Se recolectaron las CMSP totales de los pacientes y se congelaron en medio 
apropiado. En el momento del análisis se descongelaron todas las muestras y se tiñeron en primer lugar con 15 
anticuerpos de CD4 y de CD127, seguido de la permeabilización de las células y la tinción para el factor de 
transcripción Foxp3. Las células que resultaron positivas para CD4, negativas para CD127 pero de nivel elevado de 
Foxp3 e consideraron células T reguladoras (T-reg) eficaces (figura 12). 
 
Ejemplo 7. Análisis estadístico 20 
 
Se utilizaron pruebas t de Student de dos colas para comparar la actividad de luciferasa y títulos de anticuerpos 
neutralizadores, niveles de citocinas y concentraciones de GM-CSF pre- y postratamiento. Se procesaron los datos 
de supervivencia utilizando el análisis de Kaplan-Meier. 
  25 
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Tabla 6. Resumen de las características de los pacientes bajo tratamiento de Ad5/3-D24-GM-CSF. La tabla indica el 
número de pacientes de un total de 22. 
 

Sexo Nº de pacientes 
 Masculino  11 
 Femenino 11 

Puntuación de estado general OMS  
 Mediana 1 
 Intervalo 0-3 

Tipo de tumor  
 Colangiocarcinoma  1 
 Cáncer pancreático  3 
 Cáncer colorrectal  2 
 Cáncer prostático 2 
 Cáncer pulmonar 1 
 Cáncer ovárico 4 
 Melanoma (coroides o piel)  3 
 Cáncer de células escamosas de cabeza y cuello 1 
 Sarcoma (óseo, sinovial o condral)  3 
 Cáncer de útero  1 
 Cáncer de vejiga 1 
 Mesotelioma  1 

Tratamientos anteriores  
 Quimioterapia 22 
 Mediana regímenes quimioterapéuticos cada 

paciente   

 Radioterapia 6 
 Tratamientos hormonales 1 
 Tratamientos quirúrgicos 15 

Anticuerpos neutralizantes de Ad5/3 (línea base)  
 Positivo 11 
 Negativo  4 

Edad Años 
 Mediana  61 
 Media 56 
 Intervalo  17-78 
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Tabla 8. Sucesos adversos. Se evaluó la totalidad de los 22 pacientes respecto a los sucesos adversos (SA) según 
los criterios de CTCEA v.3.0 durante 4 semanas tras el tratamiento de Ad5/3-D24-GMCSF. Únicamente se informa 
de SA de grado 1 en caso de hallarse en 2 o más pacientes. Se informan de todos los SA de grados 2 a 5. La Tabla 
indica el número de pacientes de un total de 22. 
 5 

  Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grados 4 y 5 
Constitucionales      
  Escalofríos 3 1 0 0 
  Fatiga 5 12 0 0 
  Fiebre 13 6 0 0 
  Sudoración 1 1 0 0 
Gastrointestinales      
  Anorexia 1 1 0 0 
  Náusea 8 1 0 0 
  Vómitos 4 0 0 0 
  Acidez 2 0 0 0 
Hematológicos      
  Anemia 3 0 1 0 
  Neutropenia 0 0 1 0 
  Trombocitopenia 0 1 0 0 
Infección      
 Colecistitis 0 0 1 0 
Linfáticos      

 
Edema de las 
extremidades 0 2 0 0 

Metabólicos/de laboratorio      
  ALT incrementado 2 0 1 0 
  AST incrementado 2 2 1 0 
  Hiperbilirrubinemia 2 0 1 0 
  Hipocalemia 3 0 0 0 
  Hipercalemia 0 1 0 0 
  Hiponatremia 5 0 1 0 

  Desequilibrio de 
glucosa 

0 1 0 0 

Neurológicos y oculares      
 Mareo 2 0 0 0 
Dolor      
  Sitio de inyección 4 2 0 0 
  Abdominal 4 6 0 0 
  Articulaciones 1 2 0 0 
  Extremidad inferior 1 1 0 0 
  Espalda 1 1 0 0 
  Pared torácica 2 0 0 0 
  Cefalea 1 2 0 0 
  Otros 0 1 0 0 
Pulmonares/respiratorios superiores      
  Goteo nasal 3 0 0 0 
  Ronquera 0 1 0 0 
  Tos 1 2 0 0 
Otros*      
  Eritrocitopenia 5 0 0 0 

  
Linfocitopenia 
relativa 3 0 0 0 

  Linfocitosis relativa 2 0 0 0 
  Leucocitosis 3 0 0 0 
  Trombocitosis 3 0 0 0 
ALT, alanina aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; 
* No clasificable como sucesos adversos según los criterios de CTCEA v3.0. 
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REIVINDICACIONES 
 
1.  Vector adenovírico oncolítico que comprende un esqueleto de ácidos nucleicos de serotipo de adenovirus 5 
(Ad5), un promotor de E1A natural, una eliminación de 24 pb (D24) en la región constante 2 de unión a Rb de E1, 
una secuencia de ácidos nucleicos que codifica un factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos 5 
humano (GM-CSF) en lugar de las gp19k/6.7K eliminadas en la región E1 y una modificación de cápside, en el que 
la modificación de cápside es el quimerismo Ad5/3, la inserción de una región de unión a integrina (RGD) y/o una 
modificación polilisina de unión a heparán sulfato dentro la fibra. 
 
2. Vector adenovírico oncolítico según la reivindicación 1, en el que la modificación de cápside es quimerismo 10 
Ad5/3, en el que la parte de botón de la fibra es de serotipo de Ad 3 y el resto de la fibra es de serotipo de Ad 5. 
 
3. Vector adenovírico oncolítico según la reivindicación 1, en el que la modificación de la cápside es una 
modificación RGD-4C. 
 15 
4. Vector adenovírico oncolítico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende por lo menos 
un casete de expresión. 
 
5. Vector adenovírico oncolítico según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el vector puede 
replicarse de manera selectiva en las células que presentan defectos en la ruta de Rb. 20 
 
6. Célula que comprende el vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 
 
7. Composición farmacéutica que comprende el vector adenovírico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5. 
 25 
8. Vector adenovírico oncolítico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o composición farmacéutica según la 
reivindicación 7 para la utilización como vacuna para el cáncer in situ. 
 
9. Vector adenovírico oncolítico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para la utilización en el tratamiento 
del cáncer o en la preparación de un medicamento para tratar el cáncer en un sujeto. 30 
 
10. Vector adenovírico para la utilización según la reivindicación 9, en el que el cáncer se selecciona de entre un 
grupo que consiste en cáncer nasofaríngeo, cáncer sinovial, cáncer hepatocelular, cáncer renal, cáncer de los 
tejidos conjuntivos, melanoma, cáncer pulmonar, cáncer intestinal, cáncer de colon, cáncer rectal, cáncer colorrectal, 
cáncer cerebral, cáncer de garganta, cáncer bucal, cáncer hepático, cáncer óseo, cáncer pancreático, 35 
coriocarcinoma, gastrinoma, feocromocitoma, prolactinoma, linfoma/leucemia de linfocitos T, neuroma, enfermedad 
de von Hippel-Lindau, síndrome de Zollinger-Ellison, cáncer suprarrenal, cáncer anal, cáncer de las vías biliares, 
cáncer de vejiga, cáncer de uréter, cáncer cerebral, oligodendroglioma, neuroblastoma, meningioma, tumor de 
médula espinal, cáncer óseo, osteocondroma, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, cáncer de sitio primario 
desconocido, carcinoide, carcinoide del tubo gastrointestinal, fibrosarcoma, cáncer de mama, enfermedad de Paget, 40 
cáncer cervical, cáncer colorrectal, cáncer rectal, cáncer esofágico, cáncer de la vesícula biliar, cáncer de cabeza, 
cáncer ocular, cáncer de cuello, cáncer renal, tumor de Wilms, cáncer de hígado, sarcoma de Kaposi, cáncer de 
próstata, cáncer de pulmón, cáncer testicular, enfermedad de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, cáncer bucal, cáncer 
de piel, mesotelioma, mieloma múltiple, cáncer ovárico, cáncer pancreático endocrino, glucagonoma, cáncer 
pancreático, cáncer paratiroideo, cáncer de pene, cáncer hipofisario, sarcoma de los tejidos blandos, retinoblastoma, 45 
cáncer de intestino delgado, cáncer de estómago, cáncer de timo, cáncer tiroideo, cáncer trofoblástico, mola 
hidatiforme, cáncer uterino, cáncer endometrial, cáncer de vagina, cáncer de vulva, neuroma del estatoacústico, 
micosis fungoide, insulinoma, síndrome carcinoideo, somatostatinoma, cáncer de encías, cáncer cardíaco, cáncer de 
labio, cáncer meníngeo, cáncer de boca, cáncer de nervios, cáncer del paladar, cáncer de la glándula parótida, 
cáncer del peritoneo, cáncer de faringe, cáncer pleural, cáncer de las glándulas salivales, cáncer de lengua y cáncer 50 
de amígdala. 
 
11. Vector adenovírico para la utilización según la reivindicación 9 o 10, en el que el sujeto es un ser humano o un 
animal. 
 55 
12. Vector adenovírico para la utilización según cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el tratamiento del 
cáncer en un sujeto se realiza mediante una inyección intratumoral, intramuscular, intraarterial, intravenosa, 
intrapleural, intravesicular, intracavitaria o peritoneal, o una administración oral. 
 
13. Vector adenovírico para la utilización según la reivindicación 11, en el que la inyección o la administración se 60 
realiza varias veces durante el periodo de tratamiento, o en el que se utiliza un vector adenovírico oncolítico que 
presenta un botón de fibra diferente de la cápside en comparación con el vector del tratamiento anterior. 
 
14. Vector adenovírico para la utilización según cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en el que el tratamiento del 
cáncer en un sujeto comprende además una administración de radioterapia concurrente y/o quimioterapia 65 
concurrente a un sujeto. 
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15. Vector adenovírico para la utilización según cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en el que el tratamiento del 
cáncer en un sujeto comprende además una administración de verapamilo u otro bloqueante de los canales del 
calcio, agentes inductores de autofagia, temozolomida, quimioterapia o terapia anti-CD20 u otros enfoques para 
bloquear los anticuerpos neutralizantes, sustancias que pueden regular por disminución los linfocitos T reguladores 5 
en un sujeto, y/o ciclofosfamida a un sujeto. 
 
16. Procedimiento de producción de GM-CSF en una célula in vitro, en el que el procedimiento comprende: 
 

a) transportar un vehículo que comprende un vector adenovírico oncolítico según cualquiera de las 10 
reivindicaciones 1 a 5 a una célula, y 

 
b) expresar GM-CSF de dicho vector en la célula. 

 
17. Utilización del vector adenovírico oncolítico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para producir GM-CSF 15 
en una célula in vitro. 
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