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DESCRIPCIÓN

Ensayos de antisueros para virus relacionados con VLM en seres humanos y otros mamíferos

Campo técnico5

La presente invención se refiere a un método para detectar anticuerpos antivíricos para el virus anfotrópico de la 
leucemia murina o un virus relacionado con el virus de la leucemia murina en una muestra biológica. Más 
generalmente, esta divulgación se refiere a métodos para detectar virus relacionados con el VLM, incluyendo 
vectores de replicación retrovíricos, y para detectar respuestas inmunitarias a dichos virus que utilizan partículas 10
víricas completas purificadas como el antígeno diana mediante ELISA, unión competitiva, transferencia Western u 
otros métodos de detección serológicos. Las partículas purificadas también se pueden utilizar en la estimulación de 
linfocitos T para detectar respuestas inmunocelulares.

Antecedentes15

Existen varias necesidades y ventajas que provienen de la capacidad de detectar la presencia de VLM o virus 
relacionados con el VLM en sujetos humanos o mamíferos. En la actualidad se están desarrollando los primeros 
tratamientos que emplean vectores de replicación retrovíricos (RVR) en tratamiento en seres humanos, 
principalmente para el cáncer (véase el documento WO2010036986 y (www).clinicaltrials.gov NCT01156584) y 20
existe una necesidad de seguir la replicación de los RVR en el torrente sanguíneo en caso de que alcance niveles 
considerados potencialmente patógenos y justifiquen la intervención farmacológica (por ejemplo, alrededor de varios 
cientos de miles de copias/ml para el VIH). La seropositividad cuantitativa o semicuantitativa ha sido una forma útil 
de seguir las infecciones víricas en curso, en general, y la infección retrovírica, en particular, y proporciona 
información sobre la infección y la replicación activa de dichos agentes. Sin embargo, los RVR específicos del 25
individuo pueden variar y es posible que se puedan producir cambios en el virus tras una replicación prolongada en 
seres humanos o animales. Por tanto, es importante que un ensayo para vigilar dichos eventos sea tan amplio como 
sea posible y no se centre en uno o unos pocos epítopos antigénicos. En segundo lugar, parece muy probable que 
algunos individuos puedan estar infectados o haberse infectado con virus relacionados con VLM. Esto se basa en la 
observación de que un alto nivel de seropositividad en un virus relacionado con el VLM ha mostrado claramente 30
existir en un pequeño porcentaje de individuos (alrededor del 1%). Recientemente, diversas publicaciones sugieren 
que se han aislado algunos gammaretrovirus exógenos de seres humanos y estos se conocen como XMRV o virus 
relacionados con VLM (MLVRV, Urisman A, Molinaro RJ, et al. (2006) PLoS Pathog 2(3): e25., Lombardi V.c. et al. 
Science 2009, Lo et al PNAS 2010 (www).pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1006901107).

35
El documento US2010167268 divulga métodos para detectar, diagnosticar, vigilar o gestionar una enfermedad 
relacionada con XMRV tal como una enfermedad neuroinmunitaria relacionada con XMRV tal como un síndrome de 
fatiga crónica o un linfoma relacionado con XMRV tal como un linfoma de células del manto en un sujeto.

Sumario40

La presente invención proporciona un método para detectar anticuerpos antivíricos contra el virus anfotrópico de la 
leucemia murina (VLM) o un virus relacionado con el virus de la leucemia murina (MLVRV) en una muestra biológica 
que comprende: a) incubar una muestra de fluido biológico con un reactivo de captura inmovilizado sobre un soporte 
sólido para unir al reactivo de captura múltiples anticuerpos antivíricos contra un VLM o MLVRV anfotrópico, donde 45
el reactivo de captura comprende una preparación de partículas víricas completas exentas de suero de VLM o 
MLVRM; b) detectar los anticuerpos antivíricos unidos al reactivo de captura inmovilizado poniendo en contacto los 
anticuerpos antivíricos unidos con un agente secundario de detección marcado. En una realización, la muestra 
biológica se aísla de un mamífero. En una realización adicional, el mamífero es un paciente autoinmunitario, 
infectado víricamente, inmunodeprimido, o de cáncer. En otra realización más, la muestra biológica se aísla de un 50
ser humano. En una realización adicional, el ser humano es un paciente autoinmunitario, infectado víricamente con 
inmunosupresión, o de cáncer. En una realización, el método comprende además medir la cantidad de anticuerpo 
antivírico, donde la cantidad de anticuerpo se titula utilizando una serie de diluciones; donde la cantidad de 
anticuerpo determinado es IgG o IgM mediante el uso de reactivos de detección específicos secundarios. En una 
realización, la muestra biológica es plasma, suero, orina, saliva, hisopo bucal, hisopo nasal, aspiración con aguja 55
fina, semen, secreción vaginal o leche. En otra realización más, el reactivo de captura se inmoviliza a 
aproximadamente 1,5 µg/ml. En una realización, el soporte sólido es una placa de microvaloración, un porta de 
vidrio, un porta de nailon, un membrana de nitrocelulosa o una membrana de PVDF. En otra realización, el soporte 
sólido es una perla de látex, una perla de vidrio o una microesfera. En una realización adicional, el soporte sólido es 
una punta de pipeta, una tarjeta de microfluidos o un chip semiconductor. En otra realización más, el agente 60
secundario es un anticuerpo secundario que está marcado de forma detectable. En una realización determinada, el 
método comprende además un control que comprende el mAb 83A25 monoclonal. En una realización adicional, el 
método comprende además un control que comprende suero o plasma humano de un individuo que es fuertemente 
seropositivo para el VLM, identificado mediante el cribado de múltiples sueros humanos.

65
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ASPECTOS ADICIONALES DE LA DIVULGACIÓN

La divulgación proporciona también un kit de inmunoensayo para detectar anticuerpos antivíricos que comprende: 
(a) un anticuerpo monoclonal que se une específicamente a una envoltura anfotrópica como control; y (b) un reactivo 
de captura que comprende una partícula vírica purificada. En un aspecto de la divulgación, el soporte sólido es una 5
placa de microvaloración. En un aspecto adicional de la divulgación, el soporte sólido es una microesfera. En otro 
aspecto más de la divulgación, el reactivo de captura es una partícula vírica análoga al VLM. En otro aspecto más de 
la divulgación, el reactivo de captura es una proteína purificada con origen en el VLM. En otro aspecto más de la 
divulgación, el reactivo de captura es una proteína recombinante purificada con origen en VLM o una secuencia 
análoga a VLM. En otro aspecto de la divulgación, el control positivo es suero o plasma humano de un individuo que10
es fuertemente seropositivo para el antígeno de captura, y dicho suero se ha identificado cribando múltiples sueros 
humanos. En un aspecto de la divulgación, el anticuerpo detectable es un anticuerpo monoclonal. En otro aspecto 
adicional de la divulgación, el anticuerpo monoclonal detectable es un anticuerpo monoclonal de murino. En otro 
aspecto más de la divulgación, el anticuerpo detectable es un anticuerpo policlonal. En un aspecto adicional de la 
divulgación, el anticuerpo policlonal detectable es un anticuerpo policlonal de conejo o cabra u oveja o pollo. En 15
cualquiera de los anteriores aspectos de la divulgación, el kit se usa en un escenario clínico o diagnóstico. En un 
aspecto de la divulgación, el kit se usa para vigilar las respuestas inmunitarias de los individuos infectados o tratados 
por VLM o los individuos infectados o tratados con un análogo de VLM.

En cualquiera de los anteriores métodos o kits, la partícula vírica purificada puede producirse mediante un método 20
que comprende transformar una línea de células 293 con un plásmido que codifica un virus VLM retrovírico o un 
virus análogo a VLM; cultivar la célula 293 para producir partículas víricas; aislar las partículas víricas; infectar una 
línea de células HT1080 con las partículas víricas produciendo de esta forma la línea de células productora de 
partículas víricas, producir las partículas víricas y purificar las partículas víricas.

25
La divulgación proporciona líneas celulares productoras de retrovirus para la producción de partículas de retrovirus 
competentes para la replicación, comprendiendo la línea de células una línea de células de mamíferos tal como una 
célula de cáncer de próstata, una línea de linfocitos T, una línea de tumor neural, un fibrosarcoma, un osteosarcoma, 
una línea de células de timoma, una línea de fibroblastos o una línea de células endoteliales, expresando dicha línea 
de células de forma estable un genoma retrovírico que comprende un gen gag, un genpol, un gen env, y un factor psi30
(Ψ) retrovírico para el ensamblaje del vector retrovírico recombinante. En un aspecto de la divulgación, a partícula de 
retrovirus competente para la replicación se expresa de forma estable. En otro aspecto de la divulgación, la línea de 
células inmortalizada es una línea de células humana. En otro aspecto de la divulgación, la línea de células se 
selecciona entre una de las líneas de células LNCAP de tumor de próstata (ATCC n.º CRL-1740, DU145 (ATCC n.º 
HTB-81), o PC-3 (ATCC n.º CRL-1435); la línea de células HT1080 (ATCC n.º CCL-121); la línea de células U87-MG 35
de glioma humano (ATCC n.º HTB-14); la línea de linfocitos T SupT1 (ATCC n.º CRL-1942); la línea Hela ce 
carcinoma de cuello de útero humano, la línea de células CV1 de mono verde africano o derivados tales como 
células COS; las células HEK 293 y derivadas de 293; o las células CHO y derivadas de CHO. En otro aspecto de la 
divulgación, la línea de células se aisló y expresaba ya el retrovirus. En un aspecto relacionado de la divulgación, la 
línea de células es 222Rv1 (ATCC CRL-2505, Knouf et al. J.Virol 83: 7353-7356, 2009) lo que hace del XMRV un 40
artefacto recombinante (T.Paprotka, et al. 2011, op.cit.). En otro aspecto de la divulgación, la semivida es mayor de 7 
días a 2-8ºC. En un aspecto de la divulgación, la secuencia del polinucleótido retrovírico se deriva de uno o más 
virus de leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrópico, el 
retrovirus relacionado con el VLM xenotrópico (XMRV), el virus relacionado con el VLM (MLVRV) se encuentra en 
seres humanos, el VLM xenotrópico, el VLM politrópico, el VLM anfotrópico, el virus de la leucemia del mono gibón 45
(GALV), el virus del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la 
leucemia del mono gibón (GALV), el virus endógeno del babuino (BEV), el virus RD114 de felino, T5.0002 
(documento WO2010045002A2) u otro gamma retrovirus, o los híbridos del anterior. El genoma del retrovirus 
producido mediante la línea de células productoras o introducido en una línea de células para fabricar una línea de 
células productoras comprende diversos dominios. Por ejemplo, el promotor puede comprender un promotor de CMV 50
que tiene una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO:7, 8 o 9 desde el nucleótido 1 a aproximadamente el 
nucleótido 582 y puede incluir una modificación en una o más bases de ácidos nucleicos y que es capaz de dirigir e 
iniciar la transcripción; un polinucleótido del dominio CMV-R-U5 comprende una secuencia que se muestra en la 
SEQ ID NO: 7, 8 o 9 desde aproximadamente el nucleótido 1 a aproximadamente el nucleótido 1202 o las 
secuencias que son al menos un 95% idénticas a una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 7, 8 o 9, donde el 55
polinucleótido promueve la transcripción de una molécula de ácido nucleico unida operativamente a la anterior; el 
dominio del ácido nucleico gag comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleótido número 1203 a 
aproximadamente el nucleótido 2819 de la SEQ ID NO: 7 o 9 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 
90%, 95%, 98%, 99% o 99,8% de identidad con la anterior; el dominio pol comprende una secuencia desde 
aproximadamente el nucleótido número 2820 a aproximadamente el nucleótido 6358 de la SEQ ID NO:7 o 9 o una 60
secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o 99,8% de identidad con la anterior; el 
dominio env comprende una secuencia desde aproximadamente el número 6359 a aproximadamente el nucleótido 
8323 de la SEQ ID NO:7 o 9 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o 99,8% de 
identidad con la anterior; la secuencia IRES y el ácido nucleico heterólogo son secuencias extra opcionales que se 
usan cuando el virus está siendo utilizado como un vector.65
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La divulgación proporciona también una preparación exenta de células que comprende partículas víricas purificadas 
obtenida a partir de la línea de células productora de retrovirus descrita en el presente documento. En algunos 
aspectos de la divulgación, se usa una preparación de partículas víricas aisladas para realizar un ELISA u otro 
ensayo de unión a anticuerpo para el ensayo en sangre humana o animal, plasma, suero, orina, saliva, hisopo bucal, 
hisopo nasal, aspiración con aguja fina, semen, secreción vaginal, leche u otro fluido o extracto corporal. Los 5
anticuerpos detectados pueden ser IgM, IgG, IgA, IgE o IgD, dependiendo del tipo de anticuerpo secundario u otro 
reactivo de unión secundario utilizado en el ensayo.

La divulgación proporciona también un método para construir una línea de células productora de vectores descrita 
en el presente documento que comprende transformar una línea de células 293 con un plásmido que codifica un 10
vector retrovírico que comprende de 5' a 3': una fusión CMV-R-U5 del promotor temprano inmediato del 
citomegalovirus humano en una región R-U5 del VLM; un PBS, un sitio de unión al cebador para la transcriptasa 
inversa; un sitio 5' de corte y empalme; una señal de empaquetamiento ψ; una secuencia de codificación gag para el 
antígeno específico del grupo del VLM; una secuencia de codificación pol para la poliproteína de la polimerasa de 
VLM; un sitio 3' de corte y empalme; una secuencia de codificación env para la proteína de la envoltura; cultivar la 15
célula 293 para producir partículas víricas; aislar las partículas víricas; infectar una línea de células con las partículas 
víricas produciendo la línea de células productora de partículas víricas. La divulgación proporciona también 
plásmidos donde el promotor no es una fusión CMV-R-U5 del promotor temprano inmediato del citomegalovirus 
humano en una región R-U5 del VLM, sino que es una fusión de la región r-U5 del VLM con un promotor alternativo 
tal como el promotor del VSR o el promotor de la actina, o la LTR del VLM con las regiones U3, R y U5. La 20
divulgación proporciona también líneas de células generadas por los métodos anteriores. La divulgación proporciona 
también líneas productoras de virus, preparadas mediante estos métodos con células HT1080, células PC3, células 
LNCaP, células SupT1, células U87, células D17, células CF2, células 293, células Hela, células CV1, células CHO 
o líneas de células derivadas de cualquiera de estas.

25
La divulgación proporciona también un método para producir una composición para ensayar anticuerpos dirigidos 
contra retrovirus que comprende cultivar las líneas de células descritas en el presente documento para producir 
partículas víricas y purificar sustancialmente las partículas víricas.

La divulgación proporciona también bancos de células que comprenden las líneas de células de la divulgación. En 30
algunos aspectos de la divulgación, las líneas de células de la divulgación se hacen crecer en suspensión. En 
algunos aspectos de la divulgación, las líneas de células de la divulgación se hacen crecer en medio exento de 
suero. En algunos aspectos de la divulgación, la línea de células se hace crecer en suspensión en medio exento de 
suero.

35
Descripción de los dibujos

La Figura 1 muestra la cinética de la replicación vírica de 22Rv1 en las líneas de células HT1080, U87 y LNCaP.
La Figura 2 muestra la cinética de la replicación vírica de 22Rv1 en las líneas de células PC3 y Sup-T1.
La Figura 3A-F muestra (a) un esquema del vector retrovírico recombinante de la divulgación; (b y c) una 40
cartografía plasmídica de un polinucleótido de la divulgación (promotor de CMV: 1 - 582; R:583 - 650; U5:651 -
1202; Sitio de unión al cebador (PBS):728 - 776; sitio 5' de corte y empalme: 788 - 789; gag:1203 - 2819; 
pol:2820 - 6358; sitio 3' de corte y empalme: 3314 - 3315; 4070A env: 6359 - 8323; EMCV IRES:8327 - 8876; 
yCD2:8877 - 9353; tracto de poli purina (PPT):9386 - 9404; U3:9405 - 9854; R:9855 - 9921; U5:9922 - 9998; (d y 
e) una secuencia de un polinucleótido de la divulgación (SEQ ID NO:7); (f) un esquema de una RCR de primera y 45
segunda generación de la divulgación.
La Figura 4 es un cromatograma que muestra el intercambio aniónico (AEX) del virus de la leucemia murina 
anfotrópico (MLV), Tocagen Lote n.º: TMLV001. La parte izquierda del cromatograma muestra la carga del 
sobrenadante del cultivo recogido (la escala x no es cuantitativa). La parte central, que se inicia a 
aproximadamente 800 ml, muestra un pico de lavado (A1) como resultado de un aumento intermedio en la 50
concentración de NaCl. La parte derecha del cromatograma muestra la elución, eluyendo el pico diana principal 
(A2) desde la columna AEX exactamente antes de los 1400 ml.
La Figura 5 muestra un cromatograma que muestra la exclusión por tamaño (SEC) del VLM anfotrópico. La parte 
izquierda del cromatograma muestra una columna de SEC precargada destinada al cebado de la resina de 
cromatografía con el fin de minimizar la pérdida debida a las interacciones no deseadas entre la diana y la resina 55
de cromatografía (Pico precargado: S1). La parte derecha del cromatograma muestra la carga real y la elución
isocrática del VLM diana. El pico diana principal (S2) se encuentra a aproximadamente 250 ml y excluye 
específicamente el pico residual comenzando desde alrededor de 260-270 ml (S3).
La Figura 6 muestra un SDS-PAGE con tinción de plata que muestra (T) el virus de la leucemia murina 
anfotrópico natural purificado (VLM), Tocagen Lote n.º: TMLV001 y, (N) el HT1080 no expuesto a tratamiento 60
anteriormente procesado de forma idéntica. Tocagen Lote n.º: TMLV001 y (N) HT1080 no expuesto a tratamiento 
anteriormente procesado (N) tratado utilizando el proceso idéntico. Se realizó el análisis SDS-PAGE en 
condiciones de reducción y tinción de plata posterior. Las muestras son, de izquierda a derecha: (N) HT1080 no 
expuesto a tratamiento anteriormente cultivado y procesado de forma análoga a TMLV001 (hilera derecha), (L) 
Invitrogen Benchmark Protein Ladder (véase el panel de la derecha para los tamaños de proteínas), (T) VLM 65
anfotrópico natural purificado (Tocagen TMLV001; de HT1080) que tiene un título de UT de 5,4x108/ml.
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La Figura 7 muestra una curva de respuesta a la dosis del control positivo del ensayo. Se determinó la 
reactividad del control positivo del ensayo utilizando un cóctel de un anticuerpo dirigido contra Ig de rata y un 
anticuerpo dirigido contra IgG humana conjugado con HRP.
La Figura 8A-C muestra las curvas de respuesta a la dosis de 83A25 y suero humano (HS) solo o en 
combinación con diferentes anticuerpos secundarios. Se evaluó la reactividad del mAb 83A25 y HS en el ensayo 5
ELISA dirigido contra el VLM humano y se desarrollaron anticuerpos dirigido contra Ig de rata, o anticuerpos 
dirigidos contra IgG humana conjugados con HRP solos y en el cóctel de conjugados. A) anticuerpo 83A25 solo: 
circulo blanco, anticuerpo dirigido contra Ig de rata, cuadrado negro, anticuerpo dirigido contra Ig de rata + 
anticuerpo dirigido contra Ig humana, triángulo negro, anticuerpo dirigido contra Ig humana, B) anticuerpo 83A25 
enriquecido en HS: circulo blanco, anticuerpo dirigido contra Ig de rata, cuadrado negro, anticuerpo dirigido 10
contra Ig de rata + anticuerpo dirigido contra Ig humana, triángulo negro, anticuerpo dirigido contra Ig humana y 
C) HS solo: circulo blanco, anticuerpo dirigido contra Ig de rata, cuadrado negro, anticuerpo dirigido contra Ig de 
rata + anticuerpo dirigido contra Ig humana, triángulo negro, anticuerpo dirigido contra Ig humana. Se ensayó un 
factor de dilución 1:5 comenzando en la dilución 1:100.
La Figura 9 muestra los plasmas seleccionados a partir de las muestras cribadas para generar el control 15
negativo de ELISA y el control positivo de ELISA y para el ensayo de la transferencia Western. Se seleccionaron 
plasmas humanos con valores de DO450 nm intermedios y altos para el análisis de antígenos dirigidos contra el 
VLM utilizando transferencia Western (barras rayadas). Se muestran también los plasmas seleccionados para 
generar el control negativo (barras negras). Las muestras se presentan en relación con todos los plasmas 
cribados utilizando el ELISA dirigido contra el VLM.20
La Figura 10 muestra la confirmación de la presencia de anticuerpos dirigidos contra el VLM en muestras de 
plasma humano mediante el análisis de transferencia Western. Los plasmas con valores altos (131, 194), 
intermedios (856A, 183) o bajos (NC) significan valores de DO a 450 nm analizados mediante ELISA que se 
sometieron a ensayo para determinar la presencia de anticuerpos dirigidos contra VLM. Los lisados celulares de 
células HT1080 y BSA purificado se incluyeron en el ensayo como controles de hileras.25
La Figura 11 muestra las curvas de titulación de un plasma de control positivo humano (PC) que se generaron a 
partir del donante 131 en el ELISA dirigido contra el VLM. Se ensayaron las diluciones de plasma PC (Lote n.º 
OT11DV-68-30) y se representaron gráficamente frente a los valores promedio calculados de la DO a 450 nm 
para dos réplicas separadas. Se calculó el título de PC a 1:250 para dos réplicas del PC. Se usó un control de 
especie emparejado humano como el control positivo en el ELISA dirigido contra VLM para muestras humanas.30
La Figura 12 muestra una comparativa de la detección de anticuerpos en sueros recogidos en el día 36, el día 
44 y los sueros d36+d44 combinados de perros inmunizados. El suero positivo de perros inmunizados y el suero 
negativo de perros no inmunizados se sometieron a ensayo para determinar los anticuerpos IgG dirigidos contra 
VLM utilizando el antígeno de captura del VLM. El eje X representa la serie de diluciones y las unidades de 
absorbancia (DO) se representan en el eje Y. Se llevó a cabo un análisis de ajuste de 4 parámetros en el 35
software Spectramax. Los parámetros de la ecuación [Y=(A-D)/(1+(x/C)^B) + D] se relacionan en la figura. 
Señalar que el parámetro "C" es una notación de salida directa de la máquina y la designación "e" es equivalente 
a las designaciones de "E" en el documento. R^2 es el valor de la eficacia del ajuste de datos.
La Figura 13 muestra una respuesta a la dosis del control del suero positivo para algunos experimentos. Se llevó 
a cabo un análisis de ajuste de 4 parámetros en el software Spectramax. Los parámetros de la ecuación [Y=(A-40
D)/(1+(x/C)^B) + D] se relacionan en la figura. Señalar que el parámetro "C" es una notación de salida directa de 
la máquina y la designación "e" es equivalente a las designaciones de "E" en el documento. R^2 es el valor de la 
eficacia del ajuste de datos.
La Figura 14 muestra una respuesta a la dosis de un ensayo de control de suero positivo para algunos 
experimentos; se llevó a cabo el análisis de ajuste de 4 parámetros en el software Spectramax. Los parámetros 45
de la ecuación [Y=(A-D)/(1+(x/C)^B) + D] se relacionan en la figura. Señalar que el parámetro "C" es una 
notación de salida directa de la máquina y la designación "e" es equivalente a las designaciones de "E" en el 
documento. R^2 es el valor de la eficacia del ajuste de datos.
La Figura 15 representa gráficamente el título de una IgG dirigida contra el vector para sujetos caninos a los que 
se administró IC con una dosis de Toca 511 E7.50
La Figura 16 representa gráficamente el título de una IgG dirigida contra el vector para sujetos caninos a los que 
se administró IV con una dosis de Toca 511 E9. Los valores iniciales de los días 7, 14, 28, 60, y 90 se presentan 
en la figura.
La Figura 17 muestra una inmunotransferencia que muestra las diluciones víricas y las transferencias de plasma 
enriquecido.55
La Figura 18 muestra la detección de la expresión de gp70 vírico en muestras de VLM y XMRV utilizando el 
anticuerpo monoclonal de ratón dirigido contra gp70 (clon 514) mediante transferencia Western.
La Figura 19 muestra las secuencias y alineaciones de una "Query" de VLM (SEQ ID NO:10) y "sbjct" de XMRV 
(SEQ ID NO:11) útiles en los métodos y composiciones de la divulgación.
La Figura 20A-B muestra el curso de aparición y desaparición de las secuencias de ADN y ARN de Toca 511, 60
más las mediciones de ELISA relacionadas utilizando el ensayo de la presente invención, en la sangre de tres 
pacientes de glioma de grado alto que recibieron una dosis intracraneal en su tumor a una dosificación de 2,6 
x103 UT/gramo de cerebro. A: paciente 101; B paciente 102; C paciente 103. Pt101 y 102 muestran secuencias 
de ácidos nucleicos detectables (sensibilidad 5000 copias/ml para el ARN en plasma, 250 copias/microgramo 
para el ADN de sangre completa), mientras que Pt 103 no muestra secuencias detectables. Todos los pacientes 65
mostraron positividad para ELISA usando las composiciones y métodos de la divulgación (triángulos).
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Descripción detallada

Tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un/a", "y", y 
“el” incluyen las referencias plurales salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Por lo tanto, por ejemplo, la 
referencia a "una célula" incluye una pluralidad de dichas células y la referencia al "vector" incluye la referencia a 5
uno o más vectores, y así sucesivamente.

A no ser que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y científicos utilizados en el presente documento 
tienen el mismo significado que entiende comúnmente una persona normalmente experta en la materia a la cual 
pertenece esta divulgación.10

Asimismo, el uso de "o" significa "y/o" a no ser que se indique otra cosa. De manera similar, "comprende", 
"comprenden", "que comprende" "incluye", "incluyen" y "que incluye", es indistinto y no se pretende que sea 
limitante.

15
Debe entenderse además que, cuando las descripciones de diversas realizaciones utilizan el término "que 
comprende", los expertos en la materia entenderán que, en algunos casos específicos, una realización puede 
describirse alternativamente utilizando el lenguaje "consiste esencialmente en" o "consiste en".

Los retrovirus se han clasificado de diversas maneras, pero la nomenclatura se ha normalizado en la última década 20
(véase ICTVdB - The Universal Virus Database, v 4 en el sitio web (www) en ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/ y el 
libro de texto "Retroviruses," Eds. Coffin, Hughs y Varmus, Cold Spring Harbor Press 1997. Un retrovirus competente 
para la replicación se deriva de la familia de virus Retroviridae y puede comprender un miembro de la subfamilia 
Orthoretrovirinae, o más normalmente comprende un retrovirus del género gammaretrovirus. En un aspecto de la 
divulgación, el virus comprende un retrovirus competente para la replicación que es un vector de replicación 25
retrovírico (RVR), que, a su vez, comprende un sitio 5' interno de entrada al ribosoma (IRES) para un polinucleótido 
que codifica una citosina desaminasa. En un aspecto de la divulgación, el polinucleótido que codifica una citosina 
desaminasa se encuentra en 3' con respecto a un polinucleótido env de un vector retrovírico.

La divulgación proporciona retrovirus de muchos tipos como reactivos de inmunorreactividad. El retrovirus utilizado 30
en la divulgación puede ser un retrovirus natural o bien retrovirus modificados derivados de diversos miembros de la 
familia. La clasificación de la familia retroviridae ha cambiado varias veces durante los últimos diez a quince años. 
Actualmente, la familia Retroviridae consiste en dos subfamilias: la Spumaretrovirinae, que tiene un único género, el 
espumavirus (o virus espumosos) tales como el virus espumoso humano y de simio (HVF) y la subfamilia 
Orthoretroviriniae que tiene 6 géneros -betaretrovirus (por ejemplo, MMTV), gammaretrovirus (por ejemplo, VLM), 35
alfaretrovirus (por ejemplo, ALV), deltaretrovirus (por ejemplo, BLV y HTLV-1), lentivirus (por ejemplo, VIH 1) y 
épsilon retrovirus (por ejemplo, virus del sarcoma dérmico de la pared del ojo). Estas clasificaciones se realizan 
sobre la base de características moleculares comunes tales como los marcos de lectura relativos para gag, pol y 
env, el procesamiento de las poliproteínas, los ARNt individuales utilizados para el cebado de la transcripción 
inversa, y la naturaleza de las estructuras LTR. El método original de clasificación de los retrovirus era en los grupos 40
A, B, C y D sobre la base de la morfología de partículas, tal como se observan al microscopio electrónico durante la 
maduración vírica. Las partículas de tipo A representan las partículas inmaduras de los virus del tipo B y D 
observados en el citoplasma de las células infectadas. Estas partículas no son infecciosas. Las partículas de tipo B 
brotan como viriones maduros de la membrana plasmática envolviendo las partículas de tipo A intracitoplasmáticas. 
En la membrana poseen un núcleo toroidal de 75 nm, a partir del cual proyectan largas espigas de glicoproteínas. 45
Tras el brote, las partículas de tipo B contienen un núcleo denso en electrones localizado excéntricamente. Los 
betaretrovirus, el virus del tumor de mama de ratón (MMTV), tiene una morfología de tipo B, pero los betaretrovirus 
pueden tener también una estructura de tipo D. Las partículas de tipo D se asemejan a partículas de tipo B en que 
muestran estructuras de tipo anular en el citoplasma celular infectado, que brotan desde la superficie celular, pero el 
virión incorpora espigas de glicoproteínas superficiales cortas. Los núcleos densos en electrones se localizan 50
también excéntricamente en el interior de las partículas. El virus Mason Pfizer del mono (MPMV), también un 
betaretrovirus, es el prototipo de virus de tipo D. Las partículas intracitoplásmicas no se pueden observar en células 
infectadas por los virus de tipo C. En cambio, las partículas maduras brotan directamente de la superficie celular 
mediante una condensación en forma de 'C' creciente que a continuación se cierra sobre sí misma y queda 
encerrada por la membrana plasmática. Las espigas de glicoproteínas de la envoltura pueden ser visibles, junto con 55
un núcleo uniformemente denso en electrones. El brote puede producirse desde la superficie de la membrana 
plasmática o directamente en el interior de vacuolas intracelulares. Los alfaretrovirus, gammaretrovirus, 
deltaretrovirus y épsilonretrovirus tienen, todos ellos, el aspecto estructural de tipo C.

Los retrovirus se definen por la manera donde se replica su material genético. Durante la replicación, el ARN se 60
convierte en ADN. Tras la infección de la célula, se genera una molécula bicatenaria de ADN a partir de las dos 
moléculas de ARN que trasporta la partícula vírica mediante el proceso molecular conocido como transcripción 
inversa. La forma de ADN queda integrada covalentemente en el genoma de la célula hospedadora como un 
provirus, a partir del cual los ARN víricos se expresan con la ayuda de factores celulares y/o víricos. Los ARN víricos 
expresados se empaquetan en partículas y se liberan como un virión infeccioso.65

E11837226
22-02-2018ES 2 660 755 T3

 



7

La partícula de retrovirus está compuesta por dos moléculas de ARN idénticas. Cada genoma natural tiene una 
molécula de ARN monocatenario de sentido positivo, que está protegida en el extremo 5' y poliadenilada en la cola 
3'. La partícula de virus diploide contiene las dos hebras de ARN complejadas con proteínas gag, enzimas víricas 
(productos del gen pol) y moléculas de ARNt hospedador en una estructura de 'núcleo' de proteínas gag. Rodeando 
y protegiendo esta cápsida hay una bicapa lipídica, derivada de las membranas de células hospedadoras y que 5
contiene proteínas de la envoltura vírica (env). Las proteínas env se unen a un receptor celular del virus y la partícula 
penetra normalmente en la célula hospedadora mediante endocitosis mediada por receptor y/o fusión de 
membranas.

Después que la envoltura exterior se rompe, el ARN vírico se copia a ADN mediante transcripción inversa. Esta está 10
catalizada por la enzima transcriptasa inversa codificada por la región pol y utiliza el ARNt de la célula hospedadora 
empaquetado en el virión como cebador para la síntesis de ADN. De esta manera, el genoma del ARN se convierte 
en el genoma de ADN más complejo.

El ADN lineal bicatenario producido mediante transcripción inversa puede estar, o no en forma circular en el núcleo. 15
Ahora, el provirus tiene dos repeticiones idénticas en ambos extremos, conocidas como repeticiones terminales 
largas (LTR). Los extremos de las dos secuencias LTR producen el sitio reconocido por un producto pol -la proteína 
integrasa- que cataliza la integración, de tal manera que el provirus está siempre unido a dos pares de bases (pb) 
del ADN hospedador procedentes de los extremos de las LTR. Se observa una duplicación de las secuencias 
celulares en los extremos de ambas LTR, reminiscencia del modelo de integración de los elementos genéticos 20
susceptibles de transposición. Se produce la integración en un gran número de sitios en el genoma de la célula 
diana, con sesgos que dependen del tipo de retrovirus y del tipo de célula. Sin embargo, modificando el componente 
integrasa (int) del gen pol (véase a continuación) es posible controlar o dirigir parcialmente la integración de un 
genoma retrovírico.

25
La transcripción, el corte y empalme del ARN y la traducción del ADN vírico integrado están mediadas por las 
proteínas de la célula hospedadora. Se generaron transcritos cortados y empalmados de forma diversa. En el caso 
de los retrovirus humanos VIH-1/2 y HTLV-I/II, se utilizaron también proteínas víricas para regular la expresión 
génica. La interacción entre factores celulares y víricos es un factor en el control de la latencia del virus y la 
secuencia temporal donde se expresan los genes víricos.30

Los retrovirus pueden transmitirse horizontal y verticalmente. La transmisión infecciosa eficaz de los retrovirus 
requiere la expresión sobre la célula diana de receptores que reconocen específicamente las proteínas de la 
envoltura vírica, aunque los virus pueden utilizar rutas de entrada no específicas independientes del receptor baja 
eficacia. Asimismo, el tipo de célula diana debe ser capaz de soportar todas las etapas del ciclo de replicación una 35
vez que el virus se ha unido y penetrado. La transmisión vertical se produce cuando el genoma vírico queda 
integrado en la línea germinal del hospedador. A continuación, el provirus pasará de una generación a otra como si 
fuera un gen celular. Por tanto, se establecen provirus endógenos que a menudo se encuentran latentes, pero que 
pueden activarse cuando el hospedador se expone a los agentes adecuados.

40
Como se ha mencionado anteriormente, el ADN intermedio integrado se denomina provirus. Como se describe a 
continuación, no se requiere un virus auxiliar para la producción del retrovirus recombinante de la divulgación, ya que 
se proporcionan secuencias para la encapsidación en el genoma proporcionando de esta forma un vector retrovírico 
competente para la replicación para la administración o el tratamiento génico.

45
El genoma retrovírico y el ADN provírico de la divulgación tienen al menos tres genes: el gag, el pol, y el env, estos 
genes pueden estar flanqueados por una o dos repeticiones terminales largas (LTR) o, en el provirus, están 
flanqueados por dos repeticiones terminales largas (LTR) y las secuencias que contienen las secuencias que actúan 
en cis tales como psi. El gen gag codifica las proteínas estructurales internas (matriz, cápsida y nucleocápsida); el 
gen pol codifica la ADN polimerasa dirigida al ARN (transcriptasa inversa), la proteasa y la integrasa; y el gen env 50
codifica las glicoproteínas de la envoltura vírica. Las LTR 5' y/o 3' promueven la transcripción y la poliadenilación del 
ARN de los viriones. La LTR contiene el resto de secuencias que actúan en cis necesarias para la replicación vírica. 
Todos estos componentes están presentes en las partículas víricas de la divulgación actual junto con una molécula 
de ARNt y la membrana vírica derivada de la célula hospedadora que produjo el virus. El producto del gen env está 
incluido en la membrana de la envoltura vírica, junto con algunas moléculas de la superficie celular procedentes de 55
la célula productora. El gen de la envoltura está muy fuertemente glicosilado en un modelo característico que está
bastante normalizado, pero dependerá de la célula productora. Por estos motivos, las partículas víricas producidas 
para detectar anticuerpos en seres humanos suelen fabricarse mejor en líneas de células humanas, pero puede ser 
ventajoso preparar el virus en células de otras especies tales como de perro (por ejemplo, células D17 o Cf2) para 
descartar la detección de dichas autoproteínas, por ejemplo, en sujetos humanos con autoinmunidad por reactividad 60
cruzada. Los lentivirus tienen genes adicionales que incluyen vif, vpr, tat, rev, vpu, nef, y vpx (en VIH-1, VIH-2 y/o 
VIS), y algunos de estos pueden incorporarse a las partículas víricas (por ejemplo, vif y nef).

Adyacentes a las LTR 5' se encuentran las secuencias necesarias para la transcripción inversa del genoma (el sitio 
de unión al cebador del ARNt) y para la encapsidación eficaz del ARN vírico en partículas (el sitio Psi). Si las 65
secuencias necesarias para la encapsidación (o el empaquetamiento del ARN retrovírico en el virión infeccioso) 
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desaparecen del genoma vírico, el resultado es un defecto en cis que evita la encapsidación del ARN vírico 
genómico. La divulgación proporciona un retrovirus recombinante capaz de infectar una célula que no está en 
división, una célula en división, o una célula que tiene un trastorno de proliferación celular. El retrovirus competente 
para la replicación recombinante de la divulgación comprende una secuencia de polinucleótido que codifica un GAG 
vírico, un POL vírico, un ENV vírico, y opcionalmente un polinucleótido heterólogo que se expresa después que el 5
vector vírico infecta una célula diana, encapsulado en un virión.

Dependiendo del uso previsto del vector retrovírico de la divulgación, cualquier número de polinucleótidos 
heterólogos o secuencias de ácidos nucleicos pueden insertarse en el vector retrovírico. Se proporcionan algunos 
ejemplos en la solicitud de patente internacional n.º WO2010/036986.10

Como se ha mencionado en otra parte en el presente documento, se piensa que el mismo XMRV es un artefacto 
producido por la contaminación de las muestra por ADN de ratón y la recombinación de los aislados xenotrópicos de 
laboratorio (T.Paprotka, et al. "Recombinant Origin of the Retrovirus XMRV" Science 333, 97 (2011); J.Cohen & 
M.Enserink "False Postive" Science 333: 1694-1701 (2011); G. Simmons et al. "Failure to Confirm XMRV/MLVs in 15
the Blood of Patients with Chronic Fatigue Syndrome: A Multi-Laboratory Study," (www).sciencexpress.org / 
10.1126/science.1213841). Sin embargo, como se demuestra aquí (véanse, por ejemplo, las Figuras 9 y 10, 
Ejemplos 15 y 16, y Tabla 7) existen individuos con un elevado número de títulos anti-VLM que se producen 
naturalmente, indicando que la infección por VLM de seres humanos con virus relacionados con VLM existe y se 
produce. Por tanto, en esta solicitud, XMRV se utiliza como un ejemplo de cómo dicho virus puede detectarse y 20
seguirse. Como se ha señalado anteriormente, un método para vigilar las infecciones retrovíricas es observar los 
anticuerpos de las proteínas víricas en la sangre/suero/plasma de los individuos sospechosos de estar infectados o 
bien analizarse por un motivo u otros (donación de sangre, progresión de la carga vírica, vigilancia de la enfermedad, 
vigilancia terapéutica del tratamiento retrovírico, etc.). Normalmente, el antígeno utilizado en dichos ensayos está 
preparado en bacterias, baculovirus o células de mamíferos. Estos antígenos se utilizan a continuación en ELISA u 25
otros ensayos de unión a anticuerpos, con la proteína como diana y el suero o plasma de los sujetos ensayados para 
determinar la reactividad con los antígenos específicos. Es deseable poder rastrear la presencia o ausencia de 
reactividad en el suero ya que esto está normalmente bien correlacionado con el aumento o la disminución de la 
presencia del virus en individuos infectados. Sin embargo, el uso de péptidos o proteínas como dianas de ensayo 
puede tener uso limitado en la detección de un conjunto heterogéneo de virus relacionados tales como los 30
representados por los virus relacionados el VLM (MLVRV), ya que reduce indeseablemente el conjunto de virus que 
detectará el ensayo.

Asimismo, los antígenos sintetizados solos, incluso en células de mamíferos, no incorporarán las estructuras 
tridimensionales del virus producido in vivo, y pueden modificarse de forma inadecuada o carecer de una 35
modificación adecuada. Esto puede conducir a falsos negativos. Recientemente, se han diseñados ensayos 
específicos de péptidos para XMRV (Qiu et al., Retrovirology,7:68, 2010) y es improbable detectar todas las 
variantes análogas al VLM. También se han diseñado ensayos utilizando lisados celulares de células infectadas 
retrovíricamente, pero estos utilizan preparaciones brutas no purificadas y, a diferencia de la presente divulgación, 
no se detectaron muestras positivas (Switzer et al. Retrovirology, 7:57, 2010), debido probablemente a la 40
interferencia y a un alto fondo.

El ciclo de vida de los retrovirus implica una etapa cuando el material genético del virus se inserta en el genoma de 
una célula hospedadora. Esta etapa es esencial debido a que el ácido nucleico vírico insertado, el provirus, se 
replica mediante la maquinaria de la célula hospedadora. Como parte de este proceso, el genoma de ARN del 45
retrovirus se replica a través de un intermedio de ADN bicatenario antes de la inserción en el genoma de la célula 
hospedadora. La conversión inicial de la molécula de ARN vírico en una molécula de ADN bicatenario (ADNbc) se 
lleva a cabo mediante una transcriptasa inversa. El ADNbc se integra a continuación en el genoma de la célula 
hospedadora mediante una integrasa para replicarse adicionalmente por la maquinaria celular hospedadora. La 
transcriptasa inversa y la integrasa requeridas para la conversión del ARN en ADNbc y para la integración en el 50
genoma hospedador se incluyen en la partícula vírica durante la infección. El ADN provírico se transcribe finalmente 
utilizando la maquinaria del hospedador en múltiples copias de ARN. Estas moléculas de ARN se traducen a 
continuación en péptidos o proteínas víricas o se integran en partículas víricas que se liberan desde la célula al 
medio o al medio extracelular.

55
Un genoma de ARN retrovírico comprende usualmente 6 regiones típicas que conducen a la expresión de múltiples 
proteínas. Esta región incluye las secuencias de los genes gag, pol y env asociadas con la señal de 
empaquetamiento, una señal psi (ψ) y flanqueadas por las regiones de repeticiones terminales largas 5' y/o 3' (LTR). 
El gen gag conduce a la expresión de los componentes de las proteínas del núcleo de las nucleoproteínas del virus, 
mientras que los productos del gen pol están implicados en la síntesis de polinucleótidos y en la recombinación. El 60
gen env codifica los componentes de la envoltura de la partícula retrovírica. Las regiones LTR en 5' y 3' incluyen 
promotores y ayudan en la integración del genoma vírico en el ADN cromosómico de la célula hospedadora. La 
señal psi se refiere a la señal de empaquetamiento retrovírico que controla el empaquetamiento eficaz del ARN en la 
partícula vírica. Debido a su capacidad para formar provirus, los retrovirus son también útiles para modificar el 
genoma de una célula diana u hospedadora y se han realizado diversas modificaciones para utilizar los retrovirus en 65
terapia génica. La terapia génica que utiliza vectores retrovíricos se lleva a cabo generalmente añadiendo un 
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polinucleótido heterólogo al genoma vírico que codifica o produce un polipéptido o transcrito de interés, 
empaquetando el genoma recombinante en una partícula vírica e infectando una célula hospedadora diana. A 
continuación, la célula diana incorporará el gen exógeno como parte de un provirus.

Los vectores retrovíricos anteriormente defectivos se han utilizado como antígenos diana para observar la respuesta 5
inmunitaria tras la administración de vectores víricos no replicativos (Martineau et al. Human Gene Ther. 8:1231-
1241, 1997). Puede ser útil el uso de antígenos individuales como se ha descrito anteriormente, pero dada la 
variación de tipo de VLM con los cuales pueden infectarse los individuos, el enfoque de antígeno único diana corre el 
riesgo de ser demasiado específico, y no detectar un positivo verdadero. Sin embargo, poco se ha notificado acerca 
del desarrollo de sistemas de vectores retrovíricos competentes para la replicación. Los métodos descritos aquí 10
permiten la vigilancia inmunitaria de los vectores víricos competentes para la replicación y su persistencia.

Se pretende que el término "RCR" o "RVR" como se usa en el presente documento signifique un retrovirus 
competente para la replicación (RCR) o un retrovirus replicante (RVR). Un virus competente para la replicación es 
una partícula vírica que tiene la capacidad de replicarse por sí misma en una célula hospedadora. Algunos 15
RVR/RCR pueden transportar un gen heterólogo.

Como se usa en el presente documento, la expresión "vector plásmido de RCR" significa un plásmido que incluye 
todo o parte de un genoma retrovírico que incluye las secuencias de repeticiones terminales largas (LTR) retrovíricas 
5' y 3', una señal de empaquetamiento (ψ), y puede incluir uno o más polinucleótidos que codifican proteína(s) o 20
polipéptido(s) de interés, tal como un agente terapéutico o un marcador seleccionable. El término "terapéutico" se 
utiliza en un sentido genérico e incluye agentes de tratamiento, agentes profilácticos, y agentes de sustitución.

Los términos "vector", "construcción de vector" y "vector de expresión" significan el vehículo por el cual una 
secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extraño) se puede introducir en una célula hospedadora, con el fin de 25
transformar el hospedador y promover la expresión (por ejemplo, la transcripción y la traducción) de la secuencia 
introducida. Los vectores comprenden normalmente el ADN de un agente transmisible, donde el ADN extraño que 
codifica una proteína se inserta mediante la tecnología de la enzima de restricción. Un tipo común de vector es un 
"plásmido", que generalmente es una molécula de ADN bicatenario autocontenida que puede aceptar fácilmente el 
ADN (extraño) adicional y que se puede introducir fácilmente en una célula hospedadora adecuada. Se han descrito 30
un gran número de vectores, incluyendo plásmidos y vectores fúngicos, para la replicación y/o la expresión en una 
variedad de hospedadores eucariotas y procariotas. Los ejemplos no limitantes incluyen plásmidos pKK (Clonetech), 
plásmidos pUC, plásmidos pET (Novagen, Inc., Madison, Wis.), plásmidos pRSET o pREP (Invitrogen, San Diego, 
Calif.), o plásmidos pMAL (New England Biolabs, Beverly, Mass.), y muchas células hospedadoras adecuadas, 
utilizando los métodos divulgados o citados en el presente documento o conocidos de otra manera por los expertos 35
en la materia en la técnica relevante. Los vectores de clonación recombinantes incluirán a menudo uno o más 
sistemas de replicación para la clonación o la expresión, uno o más marcadores para la selección en el hospedador, 
por ejemplo, resistencia a antibióticos, y uno o más casetes de expresión.

Se pretende que los términos "transfectar" o "transfección" como se usan en el presente documento signifiquen la 40
transferencia de al menos un ácido nucleico exógeno en una célula. El ácido nucleico puede ser ARN, ADN o una 
combinación de ambos. El ácido nucleico exógeno se refiere a un ácido nucleico que no se encuentra como 
resultado de la división de la célula hospedadora o la multiplicación de la célula hospedadora.

Se pretende que el término "virus", como se usa en el presente documento signifique el virus físico o la partícula 45
retrovírica.

La expresión "línea de células", como se usa en el presente documento, se refiere a células cultivadas que se 
pueden pasar (divididas) más de una vez. La divulgación se refiere a líneas de células que se pueden pasar más de 
2 veces, hasta 200 veces, o más, e incluyen cualquier número entero incluido en el intervalo.50

Los términos "expresa" y "expresión" significan permitir u ocasionar que la información en un gen o secuencia de 
ADN llegue a manifestarse, por ejemplo, producir una proteína activando las funciones celulares implicadas en la 
transcripción y la traducción de un gen o secuencia de ADN correspondiente. Una secuencia de ADN se expresa en 
o mediante una célula para formar un "producto de expresión" tal como una proteína. El producto de expresión por sí 55
mismo, por ejemplo, la proteína resultante, también puede decirse que se "expresa" por la célula. Un polinucleótido o 
polipéptido se expresa de forma recombinante, por ejemplo, cuando se expresa o produce en una célula 
hospedadora extraña bajo el control de un promotor extraño o nativo, o en una célula hospedadora nativa bajo el 
control de un promotor extraño.

60
Se pretende que las expresiones "expresión estable" y "expresar de forma estable", como se usan en el presente 
documento, signifiquen que el material genético se está expresando de forma estable y/o está integrado 
permanentemente y de forma estable en el genoma de la célula hospedadora y, por tanto, tiene la misma expresión 
potencial en el tiempo que el material genético nativo de la célula hospedadora.

65
Se pretende que las expresiones "expresión transitoria" y "expresar de forma transitoria" como se usan en el 
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presente documento, signifiquen que el periodo de expresión temporal del material genético y/o no está integrado 
permanentemente y de forma estable en el genoma de la célula hospedadora y, por tanto, no tiene la misma 
expresión potencial en el tiempo que el material genético nativo de la célula hospedadora.

Como se usa en el presente documento, el término "heterólogo" en la secuencia de ácido nucleico o transgén se 5
refiere a (i) una secuencia que no existe normalmente en un retrovirus natural, (ii) una secuencia que se origina de 
una especie extraña, o (iii) si procede de la misma especie, puede modificarse sustancialmente a partir de su forma 
original. Como alternativa, una secuencia de ácido nucleico sin cambiar que no se expresa normalmente en una 
célula es una secuencia de ácido nucleico heteróloga.

10
El término "terapéutico" como se usa en el presente documento se refiere a una acción que previene, invierte, o 
retrasa el curso natural de una enfermedad o trastorno, o sus síntomas. Una acción terapéutica puede ser 
preventiva, curativa o meramente paliativa, y no significa que el paciente humano o animal afectado no muera a 
causa de la enfermedad.

15
La expresión virus relacionado con VLM (MLVRV) se refiere a un retrovirus que infecta tanto por transmisión natural 
como por administración intencionada a una especie que o sea un roedor y tiene al menos un 60% de homología 
con al menos una de la LTR, Gag, pol, integrasa, la envoltura o regiones no codificantes del MLV clásico (NCBI 
((http://www).ncbi.nlm.nih.gov/) los VLM relacionados, tales como el VLM ecotrópico NC_001501.1, el VLM 
anfotrópico (AF010170.1), XMRV (FN692043.1), el VLM xenotrópico, o el VLM politrópico).20

Se produce una partícula vírica antigénica o una partícula vírica de unión a anticuerpo por una célula productora de 
la divulgación. En un aspecto de la divulgación, las líneas de células productoras de la divulgación pueden crecer 
como un cultivo adherente, en suspensión o en un medio exento de suero. Las líneas de células productoras pueden 
también crecer en medio exento de suero y suspensión simultáneamente, o como una línea adherente en medio 25
exento de suero. Aunque el medio exento de suero y la capacidad de crecer en suspensión son las condiciones 
típicas, las células de la divulgación (por ejemplo, 293, 293T, células HT1080, células PC3, células LNCaP, células 
SupT1, células U87, células D17 o células CF2) pueden cultivarse de forma adherente con un medio regular que 
contiene suero para conseguir fines concretos. Dichos fines pueden ser, por ejemplo, facilitar la transfección de las 
células o seleccionar los clones celulares.30

El tipo de células productoras utilizadas para generar el retrovirus (descrito más completamente a continuación) es 
útil para la producción de las partículas víricas competentes para la replicación para su uso como dianas para 
detectar respuestas de anticuerpos a la partícula del vector o a los componentes del mismo. Dichos métodos son 
útiles para vigilar infecciones, muestras de tejidos y administración de genes y la terapia génica que utiliza partículas 35
retrovíricas.

La divulgación proporciona un método para generar una línea de células productora que comprende transformar o 
transfectar un primer tipo de célula de mamífero con un vector plásmido RCR de la divulgación, cultivar el primer tipo 
de célula para producir partículas retrovíricas, obtener un medio exento de células a partir del primer tipo de células 40
productor de las partículas retrovíricas, donde el medio exento de células comprende partículas retrovíricas, poner 
en contacto un segundo tipo de células de mamífero con el medio para infectar el segundo tipo de células y cultivar 
el segundo tipo de células para producir una línea de células productoras que produce un vector retrovírico 
competente para la replicación para usar en la transformación de las células de mamíferos. El primer tipo de células 
puede ser casi cualquier tipo de célula de mamífero que sea capaz de producir virus después de la transfección y 45
puede incluir células HeLa, células COS, células de ovario de hámster chino (CHO), y células HT1080, y la 
transfección puede ser con fosfato de calcio u otros agentes tales como formulaciones lípidas conocidas por los 
expertos en la materia como útiles para la transfección.

En un aspecto de la divulgación, el primer tipo de célula es una célula de riñón de embrión humano. En otro aspecto 50
de la divulgación, la célula de riñón de embrión humano es una célula 293 (denominada también a menudo como 
células HEK 293, células 293, o, de forma menos precisa células HERK), que son una línea de células originalmente 
derivada de células de riñón de embrión humano que crecen en un cultivo de tejido. Se generaron células HEK 293 
mediante la transformación de cultivos de células de riñón de embrión humano normales con ADN cizallado de 
adenovirus 5. Las células HEK 293 son fáciles de hacer crecer y se transfectan muy fácilmente y se han usado 55
ampliamente en la investigación de biología celular durante muchos años. Se utilizan también por la industria de la 
biotecnología para producir proteínas y virus terapéuticos para terapia génica.

En otro aspecto de la divulgación, el primer tipo de célula es una célula de mamífero transformada con un antígeno T 
grande de SV40. En un aspecto particular de la divulgación, se utilizan células HEK 293T. Una importante variante 60
de esta línea de células es la línea de células 293T que contiene al antígeno T grande de SV40 que permite la 
replicación episómica de los plásmidos transfectados que contienen el origen de replicación de SV40. Esto permite 
la amplificación de los plásmidos transfectados y la expresión temporal extendida de los productos génicos 
deseados.

65
La expresión "célula 293 humana" como se usa en el presente documento incluye la línea de células HEK 293T, la 
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línea de células 293 humana (ATCC N.º CRL 1573) (Graham, et al., J. Gen. Virol., Vol. 36, págs. 59-72 (1977)), o 
una línea de células formada por las células 293 transfectantes con uno o más vehículos de expresión (por ejemplo, 
vectores plásmidos) que incluye polinucleótidos que codifican diversas proteínas gag, pol, y env. La envoltura puede 
ser una envoltura anfotrópica, una envoltura ecotrópica, una envoltura xenotrópica, una envoltura XMRV, una 
envoltura politrópica, una envoltura GALV, una envoltura RD114, una envoltura FeLV u otra envoltura retrovírica. 5
Dichas células pueden incluir también otros polinucleótidos tales como, por ejemplo, polinucleótidos que codifican 
marcadores seleccionables.

El primer tipo de células (por ejemplo, células HEK 293T) puede transformarse con un vector plásmido RCR de la 
divulgación en cualquier número de medios que incluyen fosfato de calcio y similares. Se conocen en la técnica las 10
condiciones de cultivo típicas para células de mamíferos, especialmente, células 293.

Una vez transformadas, el primer tipo de células se cultiva en condiciones para la producción de partículas víricas. 
Dichas condiciones incluyen normalmente realimentar células en un medio adecuado, CO2, y humedad. Las 
condiciones de cultivo pueden incluir también la adición de antibióticos, antifúngicos, factores de crecimiento y 15
similares. Normalmente, el medio realimentado se recoge después de 24, 48, 72 o 96 horas, y dicho procedimiento 
se conoce como un procedimiento de transfección de la expresión transitoria.

El medio de las células cultivadas anteriores se puede usar directamente en un cultivo adicional. Como alternativa, 
las partículas víricas en el medio de las células cultivadas puede aislarse usando cualquier número de técnicas 20
conocidas en la materia incluyendo centrifugación, técnicas de exclusión por tamaño, cromatografía de intercambio 
aniónico y similares.

Cuando el medio se usa directamente, el medio se puede añadir al medio utilizado en el cultivo del segundo tipo de 
célula. Cuando las partículas víricas se purifican sustancialmente en primer lugar, las partículas se pueden lavar o 25
resuspender en un tampón o medio adecuado o a una concentración concreta para la infectividad antes de la adición 
del segundo tipo de célula, conduciendo a la generación de una línea de células productoras de expresión estable.

En un aspecto de la divulgación, el segundo tipo de células es una línea de células de fibrosarcoma humano. En un 
aspecto específico de la divulgación, la línea de células es una línea de células HT1080 o una de sus derivadas. La 30
línea de células HT1080 de fibrosarcoma humano (ATCC, n.º de catálogo CCL-121) puede obtenerse directamente 
de la American Type Culture Collection (P.O. Box 1549, Manassas, VA). El método incluye infectar las células 
HT1080 con un RCR de la divulgación para proporcionar una célula hospedadora transformada de forma estable. La 
célula hospedadora transfectada de forma estable puede cultivarse para producir partículas víricas para usar en 
terapia génica o administración de genes o puede "depositarse en un banco" para su uso posterior, y puede ser un 35
combinado de células transfectadas, o una línea de células clonada. Las células depositadas en un banco pueden 
congelarse y almacenarse usando técnicas conocidas en la materia.

En un aspecto adicional de la divulgación, las células infectadas con el virus generado por transfección transitoria o 
por otros medios, pueden ser cualquier línea de células de mamífero conocida por ser infectable con el virus 40
correspondiente. Se puede ensayar la infectabilidad por un virus mediante los métodos descritos en el Ejemplo 1 y 
que se muestran en las Figuras 1 y 2. Se puede vigilar el crecimiento de un virus mediante la PCR del ADN celular, 
La RT-PCR para genomas víricos en el sobrenadante o los ensayos con transcriptasa inversa para determinar las 
actividades de la transcriptasa inversa en el sobrenadante vírico tales como el ensayo PERT (por ejemplo, L. Shastry 
et al., Hum Gen Ther., 16:1227-1236, 2005). Los ejemplos específicos de líneas de células que se pueden usar son 45
las células HT1080, células PC3, células LNCaP, células SupT1, células U87, células Sup T1, células D17, células 
CF2, células Hela, células 293, CV1 y CHO. Se pueden usar líneas de células derivadas de estas líneas de células.
En algunos aspectos de la divulgación, se pueden usar también líneas de células que se aislaron y un retrovirus 
relacionado con VLM ya preparado (por ejemplo 22Rvl ATCC CRL-2505) como líneas productoras de virus. En otros 
aspectos de la divulgación, se pueden infectar células tales como las de los tipos relacionados anteriormente 50
mediante cultivo simultáneo con PBMC a partir de individuos infectados. Pueden aislarse los clones procedentes de 
células infectadas por cualquiera de estos modos y purificarse y aislarse los clones de células con propiedades 
deseables (por ejemplo, que dan lugar a títulos altos de virus).

En un aspecto de la divulgación, las células se cultivan en presencia de suero de feto de ternera u otros aditivos no 55
definidos. En otro aspecto de la divulgación, las células se cultivarán en medio exento de suero. En un aspecto de la 
divulgación, las células se cultivan en un medio exento de suero o un medio definido. Las partículas víricas RCR (por 
ejemplo, los virus relacionados con VLM) pueden purificarse sustancialmente a partir del medio de las células 
productoras. El virus purificado puede lavarse, diluirse y resuspenderse en un transportador farmacéuticamente 
aceptable adecuado. Como alternativa, el vector purificado puede almacenarse tanto mediante congelación como 60
liofilización.

En un aspecto de la divulgación, el virus se suministrará como una solución estéril acuosa que contiene los 
siguientes excipientes de la formulación (en mg/ml): sacarosa 10,0, manitol 10,0 y NaCl 5,3. La solución puede 
contener también albúmina de suero humano (HSA, Baxter) 1,0 y ácido ascórbico 0,10.65
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Como se describe adicionalmente en el presente documento, cualquier número de retrovirus de la divulgación se 
puede utilizar con las líneas productoras de células y el proceso descrito en el presente documento.

En los ejemplos específicos proporcionados en el presente documento, se usó Toca 511, un VLM anfotrópico que 
transporta un polinucleótido heterólogo que codifica un polipéptido con citosina desaminasa (véase, por ejemplo, el 5
documento WO2010036986 A2) para demostrar los métodos y composiciones de la divulgación. En otro ejemplo 
específico, se usó VLM anfotrópico (ATCC VR-1450) para demostrar los métodos y composiciones de la divulgación. 
Como se describe en el presente documento, Toca 511 se refiere a un vector retrovírico competente para la 
replicación codificado en un plásmido designado como pAC3-yCD2 y Ampho MLV se refiere a un retrovirus 
codificado en un plásmido designado como pAMS, ATCC n.º 45167. El virus está comprendido por un retrovirus 10
competente para la replicación derivado de un virus de la leucemia murina (VLM) que codifica todos los 
componentes retrovíricos (gag, pol y env) requeridos para la replicación vírica, con la envoltura ecotrópica original 
sustituida con la envoltura anfotrópica procedente del virus 4070A. Como alternativa, se pueden usar otros virus que 
codifican plásmidos o preparaciones víricas, por ejemplo, XMRV o un virus relacionado con VM.

15
Los métodos y composiciones de la divulgación son aplicables a otros virus, vectores víricos y vectores retrovíricos 
recombinantes. La divulgación describe diversos vectores de modificación y recombinantes que se pueden producir 
por las líneas y métodos de la divulgación.

Los retrovirus y métodos de la divulgación proporcionan un retrovirus competente para la replicación que no requiere 20
un virus auxiliar o una secuencia de ácido nucleico o proteínas adicionales a fin de propagar y producir el virión. Por 
ejemplo, las secuencias de ácido nucleico del retrovirus de la divulgación codifican, por ejemplo, un antígeno 
específico de grupo y una transcriptasa inversa, (y las enzimas integrasa y proteasa necesarias para la maduración y 
la transcripción inversa), respectivamente, como se ha descrito anteriormente. Los gag y pol víricos pueden 
derivarse de un lentivirus, tal como un VIH o un gammaretrovirus tal como MoMLV. Asimismo, el genoma de ácido 25
nucleico del retrovirus de la divulgación incluye una secuencia que codifica una proteína de la envoltura vírica (ENV). 
El gen env puede derivarse de cualesquiera retrovirus. El env puede ser una proteína de la envoltura anfotrópica que 
permite la transducción de células de ser humano y otras especies, el virus de la leucemia murina (VLM), el virus de 
la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrópico, el retrovirus relacionado con el VLM xenotrópico 
(XMRV), el virus relacionado con el VLM que se encuentra en seres humanos, el VLM xenotrópico, el VLM 30
politrópico, el VLM anfotrópico, el virus de la leucemia del mono gibón (GALV), el virus del tumor de mama de murino 
(MuMTV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la leucemia del mono gibón (GALV), el virus endógeno del 
babuino (BEV), el virus RD114 de felino, otros gamma retrovirus, o los híbridos del anterior.

Asimismo, la divulgación proporciona una secuencia de polinucleótidos que codifica un vector retrovírico 35
recombinante de la divulgación. La secuencia del polinucleótido puede incorporarse en diversas partículas víricas. 
Por ejemplo, los diversos vectores víricos que se pueden utilizar para la administración de genes incluyen 
adenovirus, virus del herpes, vaccinia, y baculovirus. Se pueden preparar los retrovirus utilizando dichos vectores 
(replicativos o no replicativos) para administrar los genes retrovíricos a células para preparar células productoras 
para el retrovirus. A continuación, el retrovirus puede recogerse y purificarse de acuerdo con los métodos descritos 40
en esta memoria descriptiva. En otro aspecto más, la divulgación proporciona plásmidos que comprenden una 
construcción derivada de un retrovirus recombinante. El plásmido puede introducirse directamente en una célula 
diana o un cultivo de células tales como HT1080 u otras células de cultivo de tejidos. Las células resultantes liberan 
el vector retrovírico en el medio de cultivo.

45
La divulgación proporciona una construcción de polinucleótido que comprende, desde 5' a 3': un promotor o región 
reguladora útil para iniciar la transcripción; una señal de empaquetamiento psi; una secuencia de ácido nucleico que 
codifica gag, una secuencia de ácido nucleico que codifica pol; una secuencia de ácido nucleico que codifica env. 
Por ejemplo, el promotor puede comprender un promotor de CMV que tiene una secuencia que se muestra en la 
SEQ ID NO: 7, 8, o 9 desde el nucleótido 1 a aproximadamente el nucleótido 582 y puede incluir la modificación de 50
una o más (por ejemplo, 2-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-50, 50-100 o más bases de ácidos nucleicos) siempre que el 
promotor modificado sea capaz de dirigir e iniciar la transcripción. En un aspecto de la divulgación, el promotor o la 
región reguladora comprende un polinucleótido del dominio CMV-R-U5. El dominio CMV-R-U5 comprende el 
promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano en una región R-U5 del VLM. En un aspecto de la 
divulgación, el polinucleótido del dominio CMV-R-U5 comprende una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 7, 55
8 o 9 desde aproximadamente el nucleótido 1 a aproximadamente el nucleótido 1202 o las secuencias que son al 
menos un 95% idénticas a una secuencia que se muestra en la SEQ ID NO: 7, 8, o 9 donde el polinucleótido 
promueve la transcripción de una molécula de ácido nucleico unida operativamente a la anterior. El dominio gag del 
polinucleótido puede derivarse de cualquier número de retrovirus, pero se derivará normalmente del virus de la 
leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrópico, el retrovirus 60
relacionado con el VLM xenotrópico (XMRV), el virus relacionado con el VLM que se encuentra en seres humanos, 
el VLM xenotrópico, el VLM politrópico, el VLM anfotrópico, el virus de la leucemia del mono gibón (GALV), el virus 
del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la leucemia del mono gibón
(GALV), el virus endógeno del babuino (BEV), el virus RD114 de felino, otros gamma retrovirus, o los híbridos del 
anterior.65
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En un aspecto de la divulgación, el dominio gag comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleótido 
número 1203 a aproximadamente el nucleótido 2819 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 
95%, 98%, 99% o 99,8% (redondeado a la décima más cercana) de identidad con la anterior. El dominio pol del 
polinucleótido puede derivarse de cualquier número de retrovirus, pero se derivará normalmente del virus de la 
leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrópico, el retrovirus 5
relacionado con el VLM xenotrópico (XMRV), el virus relacionado con el VLM que se encuentra en seres humanos, 
el VLM xenotrópico, el VLM politrópico, el VLM anfotrópico, el virus de la leucemia del mono gibón (GALV), el virus 
del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la leucemia del mono gibón 
(GALV), el virus endógeno del babuino (BEV), el virus RD114 de felino, otros gamma retrovirus, o los híbridos del 
anterior.10

En un aspecto de la divulgación, el dominio pol comprende una secuencia desde aproximadamente el nucleótido 
número 2820 a aproximadamente el nucleótido 6358 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 
95%, 98%, 99% o 99,9% (redondeado a la décima más cercana) de identidad con la anterior. El dominio env del 
polinucleótido puede derivarse de cualquier número de retrovirus, pero se derivará normalmente del virus de la 15
leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el MoMLV anfotrópico, el retrovirus 
relacionado con el VLM xenotrópico (XMRV), los virus relacionados con el VLM que se encuentran en seres 
humanos, el VLM xenotrópico, el VLM politrópico, el VLM anfotrópico, el virus de la leucemia del mono gibón 
(GALV), el virus del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous (VSR), el virus de la 
leucemia del mono gibón (GALV), el virus endógeno del babuino (BEV), el virus RD114 de felino, otros gamma 20
retrovirus, o los híbridos del anterior.

En un aspecto de la divulgación, el dominio env comprende una secuencia desde aproximadamente el número 6359 
a aproximadamente el nucleótido 8323 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98%, 99% o 
99,8% (redondeado a la décima más cercana) de identidad con la anterior. La 3' LTR puede derivarse de cualquier 25
número de retrovirus, normalmente el virus de la leucemia murina (VLM), el virus de la leucemia murina de Moloney 
(MoMLV), el MoMLV anfotrópico, el retrovirus relacionado con el VLM xenotrópico (XMRV), el virus relacionado con 
el VLM que se encuentra en seres humanos, el VLM xenotrópico, el VLM politrópico, el VLM anfotrópico, el virus de 
la leucemia del mono gibón (GALV), el virus del tumor de mama de murino (MuMTV), el virus del sarcoma de Rous 
(VSR), el virus de la leucemia del mono gibón (GALV), el virus endógeno del babuino (BEV), el virus RD114 de 30
felino, otros gamma retrovirus, o los híbridos del anterior.

En un aspecto de la divulgación, la 3' LTR comprende un dominio U3-R-U5. En otro aspecto más de la divulgación, 
la LTR comprende una secuencia como se muestra en la SEQ ID NO:7 o 9 desde aproximadamente el nucleótido 
9405 a aproximadamente el nucleótido 9998 o una secuencia que tiene al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o 35
99,5% (redondeado a la más cercana 10o) de identidad con la anterior.

La divulgación proporciona también un genoma de vector retrovírico recombinante desde 5' a 3' una fusión CMV-R-
U5 del promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano con la región R-U5 del VLM; un PBS, un sitio de 
unión al cebador para la transcriptasa inversa; un sitio 5' de corte y empalme; una señal de empaquetamiento ψ; un 40
gag, un antígeno específico del grupo de ORF del VLM; un pol, un poliproteína del ORF de la polimerasa del VLM; 
un sitio 3' de corte y empalme; un 4070A env, un ORF de la proteína de la envoltura de la cepa 4070A del VLM; un 
PPT, un tracto de polipurina; y U3-R-U5, una repetición terminal larga del VLM. Esta estructura se representa 
gráficamente además en la Figura 3.

45
Tal como se ha descrito anteriormente, la divulgación proporciona células hospedadoras (por ejemplo, 293, 293T, 
células HT1080, células PC3, células LNCaP, células SupT1, células U87, células D17, células CF2, HeLa, células 
COS, células de ovario de hámster chino (CHO)) que se transducen (transforman o transfectan) con un virus o 
vector vírico proporcionado en el presente documento. el vector puede ser, por ejemplo, un plásmido (por ejemplo, 
como el utilizado con las células 293T), una partícula vírica (como la utilizada con las células HT1080), un fago, etc. 50
Las células hospedadoras pueden cultivarse en un medio nutriente convencional modificado según sea adecuado 
para activar promotores, seleccionar transformantes, o amplificar un polinucleótido codificante. Las condiciones de 
cultivo, tales como la temperatura, el pH y similares, son aquellas utilizadas anteriormente con la célula hospedadora 
seleccionada para la expresión, y serán evidentes para una persona normalmente experta en la técnica y en las 
referencias citadas en el presente documento, incluyendo, por ejemplo, Sambrook, Ausubel y Berger, así como, por 55
ejemplo, Freshney (1994) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 3ª ed. (Wiley-Liss, Nueva York) y 
las referencias citadas en los anteriores.

En un aspecto de la divulgación, una célula productora produce vectores retrovíricos competentes para la replicación 
que tienen una estabilidad aumentada con respecto a los vectores retrovíricos preparados mediante técnicas de 60
transfección transitoria convencionales. Dicha estabilidad aumentada durante la producción, infección y replicación 
es importante para el tratamiento de los trastornos de proliferación celular. La combinación de la eficacia de 
transducción, la estabilidad del transgén y la selectividad diana se proporciona por el retrovirus competente para la 
replicación. Las composiciones y los métodos proporcionan una estabilidad de inserción y mantiene la actividad de la 
transcripción del transgén y la viabilidad de la traducción del polipéptido codificado.65
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Las preparaciones víricas de la divulgación actual se pueden purificar de diversas manera mediante centrifugación, 
ultrafiltración, coprecipitación con otros agentes tales como polietilenglicol (PEG) pero, de forma óptima son muy 
purificadas mediante la recogida de sobrenadantes, la filtración, el tratamiento con benzonasa, y la cromatografía. La 
cromatografía puede ser sobre diversos tipos de columnas tales como celulosa sulfonada, OH-apatita u otras, pero 
se realiza preferentemente en columnas de intercambio aniónico (AEX) seguido por cromatografía de exclusión por 5
tamaño (SEC). Estos procedimientos permiten la concentración del virus, seguida por la transición en el tampón en 
la columna SECF. A continuación, la preparaciones pueden ultrafiltrarse para esterilizar y clarificar las preparaciones 
antes de distribuir en alícuotas para el almacenamiento y el uso.

Estas preparaciones víricas pueden utilizarse para detectar anticuerpos contra virus con algunos epítopos comunes, 10
pero que no son necesariamente idénticos a los utilizados para la detección. Esto se debe a las secuencias 
relacionadas y a los epítopos conformacionales en los retrovirus en general (por ejemplo, GB Mortuza et al. Nature 
431:481-485 2004) y en particular los retrovirus relacionados con el VLM. Los métodos de la divulgación pueden 
utilizar diversos métodos de detección de proteínas y virus. En una realización, los métodos comprenden el ELISA 
de un virus completo unido sobre una placa, ensayos de unión competitivos, transferencias Western, y otros 15
métodos conocidos por los expertos en la materia. Estos se pueden usar en máquinas comerciales especializadas 
tales como el Artitect System (Abbott) o en formatos de microtitulación en 96 pocillos o 384 pocillos, para el cribado 
de un gran número de muestras.

Como se usa en el presente documento, una "muestra biológica" se refiere a una muestra de tejido o fluido aislada 20
de un sujeto, que incluye comúnmente anticuerpos producidos por el sujeto. Se conocen en la técnica las muestras 
típicas que incluyen dichos anticuerpos e incluyen, aunque no de forma limitativa, sangre, plasma, suero, materia 
fecal, orina, médula ósea, bilis, líquido cefalorraquídeo, fluido linfático, muestras de la piel, secreciones de la piel, de 
los tractos respiratorio, intestinal, y genitourinario, lágrimas, saliva, leche, células sanguíneas, órganos, biopsias y 
también muestras de constituyentes de cultivos celulares in vitro, incluyendo, aunque no de forma limitativa, medio 25
acondicionado resultante del crecimiento de células y tejidos en medio de cultivo, por ejemplo, células 
recombinantes, y componentes celulares. Los fluidos cribados pueden ser sangre, plasma, suero, orina, saliva, 
hisopo bucal, hisopo nasal, aspiración con aguja fina, semen, secreción vaginal, leche u otro fluido o extracto 
corporal, incluyendo heces.

30
Se puede usar un soporte sólido común en los ensayos y composiciones de la divulgación. "Soporte sólido común" 
tiene la intención de ser una única matriz sólida a la cual se une la partícula retrovírica utilizada en los 
inmunoensayos del sujeto por medio covalente o por medio no covalente tal como adsorción hidrófoba.

"Inmunológicamente reactivo" significa que un antígeno reaccionará específicamente con anticuerpos 35
antirretrovíricos (por ejemplo, anticuerpos dirigidos contra VLM) presentes en una muestra biológica procedente de 
un sujeto o muestra que se está ensayando.

"Complejo inmunitario" pretende ser una combinación formada con un anticuerpo que se une a un epítopo o un 
antígeno. Los anticuerpos detectados pueden ser IgM, IgG, IgA, IgE o IgD, dependiendo del tipo de anticuerpo 40
secundario u otro reactivo de unión secundario utilizado en el ensayo. Los métodos de detección para el reactivo 
secundario pueden ser peroxidasa de rábano picante, fosfatasa alcalina o cualquier sistema de detección secundario 
conocido por los expertos en la materia.

Como se usa en el presente documento, los términos "marca" y "marca detectable" se refieren a una molécula capaz 45
de detección, incluyendo, aunque no de forma limitativa, isótopos radiactivos, sustancias fluorescentes, sustancias 
quimioluminiscentes, cromóforos, enzimas, sustratos de enzimas, cofactores de enzimas, inhibidores de enzimas, 
cromóforos, colorantes, iones metálicos, soluciones coloidales de metales, ligandos (por ejemplo, biotina, avidina, 
estreptavidina o haptenos) y similares. El término "fluorescente" se refiere a una sustancia o una parte de la misma 
que es capaz de presentar fluorescencia en el intervalo detectable. Los ejemplos concretos de marcas que se 50
pueden usar en la invención incluyen, aunque no de forma limitativa, peroxidasa de rábano picante (HRP), 
fluoresceína, FITC, rodamina, dansilo, umbeliferona, éster de dimetil acridinio (DMAE), Texas red, luminol, NADPH y 
α- o β-galactosidasa.

En un aspecto de la divulgación, una partícula vírica producida mediante los métodos de la divulgación se une a un 55
soporte sólido. A continuación se pone en contacto una muestra de un sujeto con el soporte sólido en condiciones 
donde cualquier anticuerpo para un epítopo de la partícula vírica puede participar en un complejo inmunitario con la 
partícula vírica. El soporte sólido puede lavarse y, a continuación, ponerse en contacto con un anticuerpo secundario 
(por ejemplo, un anticuerpo dirigido contra Ig humana) marcado con una etiqueta detectable. A continuación, se 
puede desarrollar el soporte sólido (según sea adecuado para la etiqueta detectable) y cuantificarse.60

Ejemplos

Ejemplo de referencia 1. Determinación del crecimiento de XMRV o MLVRV en diferentes líneas de células
65

Se ha notificado la replicación de XMRV aislado de células de cáncer de próstata y PBMC de pacientes de CFS y 
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muestra que el virus es capaz de replicarse en células humanas. Tal como se ha señalado anteriormente, se ha 
sugerido que XMRV es un artefacto producido por la contaminación de muestras por ADN de ratón y recombinación 
de aislados xenotrópicos de laboratorio (T. Paprotka, et al., "Recombinant Origin of the Retrovirus XMRV" Science 
333:97, 2011); J.Cohen & M.Enserink, "False Positive" Science 333:1694 - 1701, 2011; y G. Simmons et al., "Failure 
to Confirm XMRV/MLVs in the Blood of Patients with Chronic Fatigue Syndrome: A Multi-Laboratory Study" 5
(www).sciencexpress.org/10.1126/science.1213841). Sin embargo, como se demuestra aquí (véanse, por ejemplo, 
las Figuras 9 y 10, Ejemplos 15 y 16, y Tabla 7) existen individuos con un elevado número de títulos anti-VLM que se 
producen naturalmente, indicando que se puede producir la infección por VLM de seres humanos con virus 
relacionados con VLM. Por tanto, en esto y los siguientes ejemplos, XMRV se utiliza como un ejemplo de cómo 
dicho virus puede detectarse y seguirse. XMRV se detectó mediante métodos de la PCR normalizados donde dos 10
conjuntos de cebadores, uno en la región gag y el otro en la región env, se usan para detectar la presencia de ADN 
provírico de XMRV y dicha detección se confirma además mediante la PCR anidada (Lombardi et al.). Además de la 
identificación del ADN provírico, se ha demostrado adicionalmente la presencia del virus mediante la detección de la 
proteína vírica en PBMC de pacientes de CFS y mediante transmisión vírica en cultivos de células.

15
22Rv1 (ATCC CRL-2505) es una línea de células de cáncer de próstata humano derivada de un carcinoma 
prostático primario. Se has descrito múltiples copias integradas y un alto nivel de producción de XMRV en Knouf et 
al., J.virol 2009 op.cit). La PCR cuantitativa, como se ha descrito anteriormente, desveló aproximadamente 140 
copias de XMRV en el genoma de 22Rv1 con un título de 1,5e7 UT/ml. Este virus se usó para determinar si una 
línea de células soportará la infección por XMRV. Se pueden usar métodos similares para otros virus relacionados 20
con VLM.

Se usó el sobrenadante del cultivo de células 22Rv1 que contenía un título de XMRV de 1,5e7 UT/ml para infectar 
un panel de líneas de células humanas cultivadas: HT1080 (fibrosarcoma), U87-MG (glioma), LNCaP (próstata), y 
Sup-T1 (linfoblastos T). Cada línea de células se infectó con XMRV a una MOI de 0,1. Se determinaron las cinéticas 25
de la replicación vírica en estas líneas de células mediante la qPCR utilizando ADNg normalizado para cada uno de 
los pases y el conjunto de cebadores específicos de XMRV que se apoya en la región env (XMRV 6252F: 5’-TTT 
GAT TCC TCA GTG GGC TC-3’ (SEQ ID NO:1); XMRV6391R: 5’-CGA TAC AGT CTT AGT CCC CAT G-3’ (SEQ ID 
NO:2); sonda env de XMRV: 5’-HEX-CCC TTT TAC CCG CGT CAG TGA ATT CT-3’-BHQ (SEQ ID NO:3)), (Figuras 
1 y 2). A una infectividad máxima, se recogió el sobrenadante vírico de cada una de las células infectadas y se 30
determinó el título de XMRV mediante la qPCR utilizando el conjunto de cebadores que se apoya en la región pol 
(pol-F: 5’-AAC AAG CGG GTG GAA GAC ATC-3’ (SEQ ID NO:4); pol-R: 5’-CAA AGG CGA AGA GAG GCT GAC-3’ 
(SEQ ID NO:5); sonda pol: 5’-HEX-CCC ACC GTG CCC AAC CCT TAC AAC C-3’-TAMRA (SEQ ID NO:6)). Los 
resultados desvelan que una variedad de líneas de células humanas se puede infectar por XMRV y producir un título 
relativamente alto (Tabla 1).35

Tabla 1
Muestra título medido título medido promedio desviación estándar CV
HT1080 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

0,00E+00
0,00E+00

HT1080 lote 15 1:108,95E+08 8,68E+08 2,42E+07 2,79E-02
8,59E+08
8,50E+08

HT1080 XMRV 1,90E+07 1,99E+07 1,22E+06 6,14E-02
2,13E+07
1,95E+07

LNCaP 5,88E+03 2,02E+03 3,34E+03 1,65E+00
7,70E+01
1,19E+02

LNCaP lote 15 1:10 2,38E+08 2,22E+08 1,50E+07 6,75E-02
2,21E+08
2,08E+08

LNCaP XMRV 3,98E+07 3,00E+07 1,84E+07 6,13E-01
4,14E+07
8,78E+06

PC3 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

PC3 lote 15 1:10 4,67E+07 4,25E+07 3,57E+06 8,40E-02
4,04E+07
4,05E+07

PC3 XMRV 3,93E+06 3,44E+06 1,18E+06 3,43E-01
4,30E-06
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Muestra título medido título medido promedio desviación estándar CV
2,10E+06

SUPT1 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

SUPT1XMRV 8,31E+06 7,90E+06 3,57E+05 4,52E-02
7,71E+06
7,67E+06

U87 1,92E+03 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+60
1,77E+03

U87 lote 15 1:10 7,16E-08 7,89E+08 6,38E+07 8,08E-02
8,28E+08
8,24E+08

U87XMRV 3,00E-t07 2,96E+07 2,60E+06 8,76E-02
3,20E+07
2,69E+07

Ejemplo de referencia 2. Líneas de células productoras de expresión estable para preparar el virus T5.0002 
competente para la replicación.

El vector vírico está codificado por un plásmido (pAC3-yCD2; a.k.a. T5.0002, véase, por ejemplo, el documento 5
WO2010045002A2) consistente en 11.893 pares de bases de nucleótidos. La línea de células productoras del vector 
"HT1080+T5.0002", se produjo transduciendo las células HT1080 no expuestas anteriormente a tratamiento con el 
virus AC3-yCD2 producido transitoriamente en células 293T mediante transfección. Se llevó a cabo la transfección 
transitoria utilizada para producir AC3-yCD2 (partículas víricas) utilizando una "disolución madre de plásmido 
calificado" secuenciada. Más específicamente, el vector AC3-yCD2 producido transitoriamente se recogió 48 horas 10
después de la transfección y se filtró a través de un filtro de 0,45 µm con 0,8 ml de sobrenadante filtrado utilizado 
para transducir un cultivo confluente al 75% de células HT1080 que contiene 15 ml de medio. Este volumen de 
infección se convirtió a una dosis de transducción aproximada de aproximadamente 0,1 unidades de transducción 
(UT) por células. Se dejó diseminar la transducción en la totalidad del cultivo durante 9 días con células 
realimentadas o pasadas cada 2-4 días antes de la disolución inicial previa al banco consistente en 12 viales15
conteniendo cada vial aproximadamente 5 x10

6 
células por vial. El medio de congelación incluía DMSO al 10%, USP 

(Cryoserv, Bioniche Pharma USA, LLC, Lake Forest, IL) y suero de feto de bovino irradiado con radiación gamma al 
90% (Hyclone Laboratories. Inc, Logan Utah). Se congelaron las células en un congelador a -80ºC y a continuación 
se transfirieron a un concentración con nitrógeno líquido en condiciones de fase de vapor el día siguiente. Los 
medios utilizados para hacer crecer células HT1080+T5.0002 para producir el vector comprenden un medio DMEM 20
definido, GlutaMax (sustituto de L-glutamina), aminoácidos no esenciales (NEAA) y suero de feto de bovino definido 
(FBS).

Se desarrolló la línea de células 293T a partir de células HEK (riñón embriónico humano) 293 y se describió 
originalmente en 1987 (Dubridge 1987). La línea de células se desarrolló transfectando un mutante del antígeno T de 25
SV40 sensible a la temperatura, tsA1609 (Dubridge 1987), en células HEK 293 (Graham 1977). Las células 293T 
son más susceptibles a la transfección que la línea de células HEK 293 original. Debido a su mayor transfectabilidad, 
Las células 293T se han usado comúnmente para producir vectores de título alto mediante transfección transitoria 
(Yang et al., Hum. Gene Ther.10:123-132, 1999).

30
Ejemplo de referencia 3. Preparación de virus a partir de la línea productora de expresión estable 
HT1080+T5.0002 como una línea adherente con suero de feto de ternera.

Se hicieron crecer células HT1080+T5.0002 en recipientes de cultivo de células multicapa desechables (Cell Stack, 
Corning). La producción del vector retrovírico Toca 511 bruto se llevó a cabo recogiendo el medio acondicionado 35
procedente de cultivos confluentes de células HT1080+T5.0002 recogido cada periodo de 10-24 horas durante 2-4 
ciclos de recogida utilizando un proceso discontinuo alimentado manualmente utilizando múltiples Cell Stacks que 
contenían aproximadamente 1,2 l de medio acondicionado de cada una. Se recogió el vector retrovírico Toca 511 
bruto directamente en bolsas de proceso de 10-20 l y se almacenó a 2-8ºC hasta que se recogieron 
aproximadamente 40 l de material. La muestra del combinado bruto combinado se utilizó para la determinación del 40
micoplasma PTC, en el ensayo vírico in vitro, la carga biológica, la titulación y las retenciones de la PCR 
divulgativas.

El material del vector bruto se clarificó pasándolo a través de un cartucho de filtro de 0,45 micrómetros y se trató con 
benzonasa para digerir el ADN genómico de la célula hospedadora. A continuación se capturó el vector Toca 511 45
clarificado y digerido con ADN y se concentró utilizando cromatografía de intercambio aniónico (AEX). El producto a 
granel concentrado eluido se somete a continuación a intercambio de tampones y a una etapa de purificación 
utilizando cromatografía de exclusión por tamaño (SEC). El tampón de la formulación comprende un tampón de 
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formulación basado en Tris que contiene cloruro sódico, sacarosa, manitol, y albúmina de suero humana. El volumen 
formulado es de 0,2 micrómetros filtrado para asegurar la esterilidad, muestreado para el ensayo y dividido a 
continuación en múltiples recipientes como un material a granel almacenado y congelado a continuación (<) -65°C.

Ejemplo de referencia 4. Ensayo de titulación mediante PCR cuantitativa.5

La concentración del vector funcional, o título, se determinó utilizando un método basado en la PCR cuantitativa 
(qPCR). En este método, el vector se titula infectando una línea de células hospedadoras transducible (por ejemplo, 
células PC-3 de carcinoma prostático humano, ATCC n.º de Cat. CRL-1435) con un volumen normalizado de vector 
y midiendo la cantidad resultante de provirus presente en las células hospedadoras tras la transducción. Las células 10
y el vector se incubaron en condiciones de cultivo normalizadas (37°C, 5% de CO2) durante 24 h para permitir la 
infección completa antes de la adición del AZT antirretrovírico Para detener la replicación del vector. A continuación, 
las células se recogieron de la placa de cultivo y el ADN genómico (ADNg) se purificó utilizando un kit de purificación 
del ADNg Purelink de Invitrogen y se eluyeron de la columna de purificación con agua estéril exenta de 
ARNasa/ADNasa. Se midió la relación de absorbancia A260/A280 en un espectrofotómetro para determinar la 15
concentración y la pureza relativa de la muestra. Las concentraciones de ADNg se normalizaron con agua exenta de 
ARNasa/ADNasa adicional hasta la concentración más baja de cualquier conjunto dado de preparaciones de ADNg 
de tal manera que la entrada de ADN para la qPCR es constante para todas las muestras analizadas. Se evaluó 
además la pureza del ADN genómico mediante la electroforesis de una alícuota de cada muestra en un gel de 
agarosa al 0,8% teñido con bromuro de etidio. Si la muestra pasa un intervalo de absorbancia A260/A280 de 1,8-2,0 y 20
muestra una única banda de ADNg, a continuación, la muestra está lista para el análisis de la qPCR del número de 
copias províricas del vector. Utilizando cebadores que interrogan la región LTR del provirus (vector de ADN transcrito 
de forma inversa y vector de ADN que se integra en el ADNg hospedador), se llevó a cabo la qPCR para estimar el 
número total de eventos de transducción producidos cuando el volumen conocido del vector se utilizó para transducir 
el número de células conocido. Se calculó el número de eventos de transducción por reacción a partir de una curva 25
patrón que utiliza un plásmido que transporta una diana de un número de copias conocido que se diluyó en serie 
desde 107 a 10 copias y se midió en condiciones idénticas de la qPCR como las muestras. A partir del conocimiento 
de cuántos equivalentes genómicos se utilizaron para cada reacción de la qPCR (a partir de la concentración 
previamente determinada) y cuántos eventos de transducción se produjeron por reacción, los inventores 
determinaron el número total de eventos de transducción que se produjeron basándose en el número total de células 30
que estuvieron presentes en el momento de la transducción. Este valor es el título del vector tras la dilución en el 
medio que contiene las células durante la transducción inicial. Para calcular el valor del título corregido, la dilución se 
corrige multiplicando por el rendimiento del volumen del cultivo y el volumen del título dividido por el volumen del 
título. Estos experimentos se llevaron a cabo en cultivos replicados y se analizaron mediante la qPCR utilizando 
mediciones por triplicado para cada condición para determinar un título promedio y con su desviación estándar y el 35
coeficiente de la varianza asociada.

Ejemplo de referencia 5. Purificación y concentración de virus.

Los virus de la divulgación se fabrican mediante procedimientos de transfección transitoria de células 293 o HT1080, 40
o a partir de un combinado no clonal de células productoras, o a partir de una línea de células productoras clonada. 
Dependiendo de la adaptación de la línea de células, el medio puede ser, independientemente, con suero, o exento 
de suero, y las células pueden hacerse crecer como células adherentes o en suspensión, con el sobrenadante del 
cultivo celular recogido en modo perfusión. El sobrenadante del cultivo se recogió, y se almacenó durante hasta 2 
semanas a 4°C. Este volumen recogido se filtró a través de un cartucho de filtro de 0,45 micrómetros para eliminar 45
grandes desechos celulares, se trató con benzonasa para digerir el ADN celular (L.Shastry et al. Hum Gene Ther., 
15:221,2004) y se sometió además a purificación mediante cromatografía. (véase, por ejemplo, US5792643; T. 
Rodriguez et al., J Gene Med. 9:233, 2007; P.Sheridan et al., Mol.Ther., 2:262-275, 2000). La preparación vírica 
tratada con benzonasa se cargó en una columna de intercambio aniónico y el virus se eluyó en un gradiente de NaCl 
por etapas (véase, por ejemplo, la Figura 4). La fracción que contenía el virus se puede identificar mediante el 50
ensayo de la PCR, o mediante A215, A280 así como A400. Las fracciones positivas se recogieron y se combinaron. La 
preparación combinada se cargó posteriormente en una columna de exclusión por tamaño (SEC) para eliminar la sal 
así como los diferentes contaminantes restantes y para acondicionar el virus en el tampón de formulación (véase, 
por ejemplo, la Figura 5). Se analizó la SEC en condiciones isocráticas con el tampón de formulación y la fracción 
vírica procedente de la columna SEC se recogió procedente del volumen de los huecos. Las fracciones identificadas 55
positivamente se combinaron, se filtraron mediante un filtro estéril de 0,2 micrómetros, se distribuyeron en alícuotas 
y se congelaron a menos 65°C o por debajo. La preparación vírica se liberó basándose en el ensayo normalizado tal 
como esterilidad, micoplasma y endotoxinas, con una pureza y consistencia evaluadas mediante el análisis del gel 
SDS PAGE (véase, por ejemplo, la Figura 6). Se determinó el título como unidades de transducción (UT) por 
cuantificación de la PCR del ADN vírico integrado en células diana. El producto final se dirigió para tener un título de 60
hasta 109 UT/ml y se formuló en una solución de sacarosa tamponada con Tris isotónico.

Ejemplo de referencia 6. Clonación de un combinado no clonal de células HT1080 infectadas.

Dilución de siembra. Se marcaron el medio precalentado y múltiples placas de cultivo celular de 96 pocillos para 65
identificar el clon según la posición en la placa y el pocillo y los pocillos se cargaron con medio precalentado que 
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contenía una única suspensión celular de HT1080. Se recogió un pase temprano de células HT1080 infectadas al 
100% tripsinizando una única suspensión de células consistente en 1 célula por 600 microlitros. Se administraron 
200 µl a cada pocillo de una placa de 96 pocillos para sembrar aproximadamente 0,3 células por pocillo. En la 
realización de este procedimiento, una mayoría de los pocillos recibió 0, 1 o 2 células por pocillo. Se dejó que las 
células se unieran durante aproximadamente 4 horas y se examinó cada pocillo para eliminar los pocillos que habían 5
recibido más de 1 célula por pocillo o que están vacíos.

Propagación del clon. Los pocillos que contenían inicialmente 1 célula por pocillo se cultivaron sustituyendo ½ de los 
medios (aproximadamente 100 µl) por 100 µl nuevos cada 3-4 días para cada pocillo. Se evitó la transferencia 
accidental de células de un pocillo a otro sustituyendo la punta utilizada para alimentar cada pocillo durante la 10
sustitución del medio. Se requirió la sustitución completa del medio a medida que las células comenzaron a 
aproximarse a la confluencia en el pocillo. Una vez que las células alcanzaron la confluencia, se pasó cada 
candidato clonal a un pocillo de una placa de 48 pocillos para continuar la expansión. Se propagó cada clon y se 
pasó a un pocillo de una placa de 6 pocillos, seguido por un matraz T-25, seguido por un matraz T-75 cada vez que 
las células alcanzaron la confluencia. Una vez que las células clonales alcanzaron la confluencia en un matraz T-75, 15
se prepararon al menos 2-3 viales de células criopreservadas que contenían 1-2x106 células por vial.

Selección de clones basada en el rendimiento. Una vez que los clones candidatos se congelaron, se llevaron a cabo 
experimentos de cultivo de células para identificar el clon de mejor rendimiento y los clones de respaldo basándose 
en el rendimiento de producción de títulos y en los atributos de cultivo de células ideales. Se seleccionó el mejor clon 20
basándose en (1) la capacidad del clon de proporcionar los títulos sostenidos más altos durante los 2-4 días 
posteriores con sustitución diaria del medio (véase la Figura 12 y la Tabla 2 a continuación); (2) la capacidad del 
virus producido para transferir la expresión del gen de interés deseado para una célula no expuesta a tratamiento 
anteriormente; (3) la capacidad del clon de dividirse razonablemente teniendo un tiempo de duplicación entre 18 - 30 
horas y la capacidad de alcanzar una confluencia del 100% como una capa uniforme de células con una desunión 25
mínima de células tras alcanzar la confluencia.

Ejemplo de referencia 7. Infección de las líneas de células D-17 y Cf2-Th para preparar un combinado no 
clonal y líneas de células productoras de virus clonales posteriores.

30
Para producir combinados productores de vectores de la línea de células D-17 (osteosarcoma de canino; ATCC n.º 
CCL-183) y Cf2-Th (timo de canino; ATCC n.º CRL-1430) y clones de dilución que expresan el retrovirus competente 
para la replicación del VLM, se utilizaron los mismos métodos exactos descritos anteriormente para que las células 
HT-1080 se utilizaran para crear líneas de células D-17 y Cf2-Th. En la Tabla 2 siguiente, se muestran los 
resultados.35

Tabla 2: Datos para apoyar la creación de combinados productores y clones de dilución posteriores de HT-
1080, vectores retrovíricos competentes para la replicación de D-17 y Cf2-Th

Línea de células 
productora de vectores 
para líneas de células

Línea de células progenitora 
expresada en vectores 
competentes para la 
replicación del VLM

Muestra de título Títulos 
observados 
(UT/ml)*

HT1080+T5.0002 
(Combinado no clonal)

AC3-yCD2 HT-1080 HT+T5.0002, Día 2 1,56E+06
HT+T5.0002, Día 3 2,23E+06
HT+T5.0002, Día 4 1,90E+07
HT+T5.0002, Día 5,5 2,57E+07

HT5.yCD2.128A (Clon de 
dilución)

AC3-yCD2 HT-1080 Clon 12-8, Día 0 5,26E+06
Clon 12-8, Día 1 7,94E+06
Clon 12-8, Día 2 1,00E+07
Clon 12-8, Día 3 1,02E+07

D17+T5.0002 
(Combinado no clonal)

AC3-yCD2 D-17 D17+T5.0002, Día 2 4,20E+06
D17+T5.0002, Día 3 3,83E+06
D17+T5.0002, Día 4 4,87E+06
D17+T5.0002, Día 5,5 1,39E+06

D5.yCD2.1G7A (Clon de 
dilución)

AC3-yCD2 D-17 D5.yCD2.1G7A, 1,78E+06
Día 1
D5.yCD2.1G7A,
Día 2

2,54E+06

D5.yCD2.1G7A,
Día 3

4,24E+06

CF2+T5.0002 
(Combinado no clonal)

AC3-yCD2 Cf2-Th CF2+T5.0002, Día 2 4,17E+04
CF2+T5.0002, Día 3 6,97E+03
CF2+T5.0002, Día 4 4,97E+06
CF2+T5.0002, Día 5,5 3,14E+06

CF5.yCD2.3A12A (Clon AC3-yCD2 Cf2-Th CF5.yCD2.3A12A, 1,81E+07
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Línea de células 
productora de vectores 
para líneas de células

Línea de células progenitora 
expresada en vectores 
competentes para la 
replicación del VLM

Muestra de título Títulos 
observados 
(UT/ml)*

de dilución) Día 1
CF5.yCD2.3A12A,
Día 2

2,68E+07

CF5.yCD2.3A12A, 
Día 3

3,78E+06

*UT/ml indica unidades de transducción por ml como se determinó mediante los métodos de la qPCR cuantitativa 
para determinar el número de copias de genomas de VLM províricos integrados posteriores a la transducción en la 
titulación de la línea de células U-87 no expuesta anteriormente a tratamiento.

Ejemplo de referencia 8. Adaptación de la línea de células HT-1080 productora del virus VLM competente 
para la replicación a partir de suero y dependencia a la adherencia de un cultivo en suspensión exento de 
suero.

5
Se llevó a cabo el proceso de adaptación exento de suero tras el cribado y la identificación del clon de dilución de la 
línea de células HT-1080 productora del virus competente para la replicación. Se puede llevar a cabo también el 
proceso de adaptación exento de suero con una línea de células HT1080 productora de vectores no clonales. El 
proceso de adaptación se inició sembrando aproximadamente 2x107 células en un matraz con agitador de 125 ml 
que contenía 10 ml de suero al 5% que contenía medio acondicionado y 10 ml de un medio de elección seleccionado 10
exento de suero, dando como resultado una concentración en suero reducida del 2,5%. En este caso, el medio 
exento de suero era el medio de expresión FreeStyle 293 distribuido a través de Invitrogen Corp, Carlsbad, CA. El 
cultivo se colocó en una plataforma de agitación localizada en una incubadora de cultivo de tejidos con control de 
temperatura y CO2 gas. La plataforma de agitación se ajustó a aproximadamente 80 RPM y la incubadora se ajustó 
a aproximadamente unas condiciones de 37°C y 5% de CO2. Cada 3-7 días, el cultivo se realimentó recogiendo 15
células que están en suspensión y resembrándose un nuevo matraz con agitador que contenía 10 ml del mismo 
medio acondicionado inicial y 10 ml de medio exento de suero reciente manteniendo un nivel de suero de 
aproximadamente 2,5%. Se examinó el cultivo en cada evento de realimentación con recuentos de células viables 
llevados a cabo según sea necesario para comprobar la propagación celular. Cuando las células mostraron 
evidencias de crecimiento basándose en la duplicación celular o el consumo de glucosa, se dirigió a continuación 20
una concentración en suero de 1,67% ajustando la cantidad de volumen de medio de acondicionamiento y medio 
exento de suero reciente. El cultivo se examinó de nuevo y se realimentó cada 3-7 días. Cuando las células 
mostraron evidencias de crecimiento, se dirigió una concentración en suero de 1,25% ajustando de nuevo el 
volumen del medio acondicionado y del medio exento de suero reciente. Se continuó este proceso dirigiendo las 
condiciones de suero posteriores de 1,0%, 0,9%, 0,83% hasta que las células estuvieron en condiciones exentas de 25
suero del 100%. Durante este proceso de adaptación, el cultivo celular se expandió hasta aproximadamente un 
volumen de 200 ml en un matraz con agitación de 1.000 ml dirigiéndose a un cultivo viable mínimo de 
aproximadamente 0,5 a 1,0 x106 células/ml. Una vez que las células alcanzaron condiciones exentas de suero al 
100%, las células se pasaron continuamente en condiciones exentas de suero aislando las células individuales 
suspendidas permitiendo que las células aglutinantes más pesadas sedimentes durante cortos periodos de tiempo 30
sin agitación. Una vez que el cultivo consiste en una población de aproximadamente el 95% de la suspensión de 
células individuales, consistentemente, el cultivo podría congelarse en medio de preservación consistente en DMSO 
al 10% y medio exento de suero al 90% utilizando condiciones de congelación normalizadas de células de 
mamíferos.

35
Ejemplo de referencia 9. Técnica de producción vírica para retrovirus

El ejemplo describe una técnica de cultivo de células para el crecimiento de células adherentes productoras del virus 
de la leucemia murina (VLM), los virus relacionados (MLVRV) para la producción vírica y la posterior purificación 
vírica. Se utilizó la producción de un virus VLM anfotrópico (ATCC n.º VR-1450) como un ejemplo. Sin embargo, este 40
proceso se puede usar también para todos los virus descritos en esta divulgación.

Se obtuvo MuLV natural de la ATCC, pero se puede generar también a partir de una construcción de plásmido 
(pAMS, ATCC n.º 45167) que codifica la secuencia genómica completa del MuLV con una envoltura anfotrópica 
diseñada mediante ingeniería genética que sustituye el gen de la envoltura ecotrópica original, y se transfectó 45
transitoriamente en células utilizando las técnicas de transfección normalizadas. Preferentemente, se infectaron 
células HT1080 (ATCC CCL-121) con el virus y se propagaron en las condiciones preferidas de 37ºC en condiciones 
de 5% de CO2. Un matraz T-75 infectado recientemente que contenía células HT1080 infectadas con MuLV se a dos 
matraces T-175 y a continuación se cultivó posteriormente en diez matraces T-175 con el siguiente medio de 
crecimiento:50
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Componentes del medio DMEM completo: Relación

1. DMEM con un contenido de glucosa elevado, sin rojo fenol y sin glutamina 
(Biowhittaker)

500 ml

2. FBS Defined (HyClone) 25 ml

3. GlutaMax (Gibco) 5 ml

4. Aminoácidos no esenciales (NEAA, Biowhittaker) 5 ml

Tras alcanzar la confluencia, se cosecharon las células con TrpZean (Sigma) y se neutralizaron con el mismo medio 
de crecimiento utilizando métodos de cultivo de células normalizados. Se sembraron las células en Cell Stacks de 10 
capas (Corning) a una densidad de siembra preferida de 3,1 x 10^4 células viables/cm2 en el mismo medio descrito 5
anteriormente, para producir el virus. Cada Cell Stack contenía 1,1 l de medio de crecimiento. Las Cell Stacks se 
incubaron a 37ºC y 5% de CO2.

Dos días después de la siembra, los cultivos Cell Stack alcanzarán la confluencia. El medio de cada cultivo se 
sustituyó con medio reciente. Dos días después, el medio, que contenía virus producido, se recogió (Recogida n.º 1) 10
y los cultivos se realimentaron con el mismo volumen (1,1 l) de medio reciente. Diez horas después, se llevó a cabo 
una segunda recogida (Recogida n.º 2) y los cultivos celulares se realimentaron con el mismo volumen (1,1 l) de 
medio de crecimiento reciente. Dieciséis horas después de la 2a recogida, se llevó a cabo una a 3a recogida 
(Recogida n.º 3). A continuación se combinaron las 3 recogidas para la purificación. En la siguiente tabla se 
relacionan los títulos víricos de las 3 recogidas y el combinado.15

Recogida Título vírico (n.º UT/ml)

Recogida n.º 1 1,8 x 106

Recogida n.º 2 2,4 x 106

Recogida n.º 3 2,4 x 106

Combinado de 3 recogidas 2,1 x 106

Ejemplo de referencia 10. Producción vírica mediante otra línea de células con la misma técnica

Se utilizaron las mismas técnicas de cultivo descritas anteriormente para producir cualquiera de los virus divulgados, 20
en cualquiera de las células HT1080, células PC3, células LNCaP, células SupT1, células U87, células D17, células 
CF2, células 293, células Hela, células CV1, células CHO o líneas de células derivadas de cualquiera de estas. Tres 
recogidas, tal como se describe en el Ejemplo 9, se pueden recoger y combinarse. El título vírico en el combinado de 
recogidas que utilizan estas células es 105 UT/ml o mayor, usualmente aproximadamente 5x106UT/ml.

25
Ejemplo de referencia 11. Adaptación de una línea productora de células a un cultivo en suspensión y 
producción de virus en un biorreactor para la producción a gran escala

Una línea de células productoras víricas HT1080 clonal o no clonal productora de virus relacionados con VLM se 
adaptó a condiciones cero de suero y crecimiento en suspensión utilizando una transición lenta del proceso de 30
destete del medio acondicionado en suero al 5% a un medio exento de suero definido. El proceso de adaptación se 
inició sembrando aproximadamente 2x107 células en un matraz con agitador de 125 ml que contenía 10 ml de suero 
al 5% que contenía medio acondicionado y 10 ml de un medio de elección seleccionado exento de suero, dando 
como resultado una concentración en suero reducida del 2,5%. En este caso, el medio exento de suero es el medio 
de expresión FreeStyle 293 distribuido a través de Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, suplementado con albúmina de 35
suero humano al 0,1% (con una solución Baxter de suero humano al 25%). El cultivo se colocó en una plataforma de 
agitación localizada en una incubadora de cultivo de tejidos con control de temperatura y CO2 gas. La plataforma de 
agitación se ajustó a aproximadamente 80 RPM y la incubadora se ajustó a aproximadamente unas condiciones de 
37°C y 5% de CO2. Cada 3-7 días, el cultivo se realimentó recogiendo células que están en suspensión y 
resembrándose en un nuevo matraz con agitador que contenía 10 ml del mismo medio acondicionado inicial y 10 ml 40
de medio exento de suero reciente manteniendo un nivel de suero de aproximadamente 2,5%. Se examinó el cultivo 
en cada evento de realimentación con recuentos de células llevados a cabo según sea necesario para comprobar la 
propagación celular. Cuando las células mostraron evidencias de crecimiento basándose en la duplicación celular o 
el consumo de glucosa, se dirigió a continuación una concentración en suero de 1,67% ajustando la cantidad de 
volumen de medio de acondicionamiento y medio exento de suero reciente. El cultivo se examinó de nuevo y se 45
realimentó como anteriormente cada 3-7 días. Cuando las células mostraron evidencias de crecimiento, se dirigió 
una concentración en suero de 1,25% ajustando de nuevo el volumen del medio acondicionado y del medio exento 
de suero reciente. Se continuó este proceso dirigiendo las condiciones de suero posteriores de 1,0%, 0,9%, 0,83% 
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hasta que las células estuvieron en condiciones exentas de suero del 100%. Durante este proceso de adaptación, el 
cultivo celular se expandió hasta aproximadamente un volumen de 200 ml en un matraz con agitación de 1.000 ml 
dirigiéndose a un cultivo viable mínimo de aproximadamente 0,5 a 1,0 x106 células/ml. Una vez que las células 
alcanzaron condiciones exentas de suero al 100%, las células se pasaron continuamente en condiciones exentas de 
suero aislando las células individuales suspendidas de la mitad superior del cultivo permitiendo que las células 5
aglutinantes más pesadas sedimenten durante cortos periodos de tiempo sin agitación. Una vez que el cultivo 
consiste en una población de aproximadamente el 95% de la suspensión de células individuales, consistentemente, 
el cultivo podría congelarse en medio de criopreservación consistente en DMSO al 10% y medio exento de suero al 
90% utilizando condiciones de congelación normalizadas de células de mamíferos.

10
Las células en suspensión se expandieron en matraces con agitación de 125 ml (20 ml de cultivo), 250 ml (40 ml), 
500 ml (100 ml), y 1 l (200 ml; todos de Corning), en el medio exento de suero completamente definido (Gibco n.º de 
Cat. 12338), suplementado con albúmina de suero humano al 0,1% (HSA de Baxter). Los cultivos se incubaron a 
37°C y 5% de CO2 con una velocidad de agitador de 80 rpm (giro ¾" (1,905 cm)). Se utilizaron 5 cultivos en 
matraces con agitación de 1 l para inocular un biorreactor WAVE (WAVE 20/50 EHT, GE Healthcare) que contenía 15
una Cellbag de 20 l con un volumen de trabajo de10l. La densidad celular inicial en el biorreactor es una densidad 
preferida de 4 x 105 células viables/ml (viabilidad del 91%). La temperatura es una temperatura preferida de 37°C. 
Las condiciones de funcionamiento iniciales son: 5% de CO2, velocidad del balancín 15 rpm, ángulo 6°, caudal de 
aire 0,2 l/min. El control del pH se ajustó a 7,2 y el control de la DO al 40%. Se implementaron los controles de pH y 
DO mediante un sistema de consolas WAVE POD (GE Healthcare).20

Después que la densidad celular alcanzó aproximadamente ~1 x 106 células viables/ml, se inició un proceso de 
perfusión celular utilizando un cartucho de fibra hueca (GE Healthcare, n.º de parte CFP-6D-6A). La velocidad de 
alimentación (y el permeato) se ajustó inicialmente a 0,25 volúmenes/día, y aumentó progresivamente con la 
densidad celular durante hasta 3,8 volúmenes/día. Se recogieron un total de 180 l de permeato que contenía el virus 25
en un periodo de 15 días. El título vírico en las recogidas de 180l es de 1x105 UT/ml a 1x107 UT/ml.

Ejemplo 12. Este ejemplo ilustra la detección de un anticuerpo humano contra el VLM en muestras de 
plasma de donantes.

30
Se desarrolló un ensayo ELISA de una IgG dirigida contra el VLM para la detección de anticuerpos específicos anti-
VLM. El ensayo discrimina actualmente muestras positivas y negativas y proporciona un título para la respuesta del 
anticuerpo. Se usó un anticuerpo monoclonal, 83A25, específico de la proteína gp70 del VLM de Moloney como un 
control positivo del ensayo. 83A25 reconoce un epítopo de la proteína env gp70 que se encuentra universalmente en 
una variedad de virus de la leucemia murina incluyendo el virus anfotrópico de la leucemia (Evans et al., 1977, J. 35
Virol., 24:865-874; Evans et al., 1990, J. Virol., 64(2):6176-6183). 83A25 es un anticuerpo IgG2a de rata. el mAb 
83A25 se deriva de células de hibridoma (ATCC n.º de cat. HB-10392, Lote n.º 100005) utilizando procedimientos de 
purificación de anticuerpos normalizados. El ensayo se diseñó para detectar la presencia de anticuerpos dirigidos 
contra el VLM en muestras humanas. El control positivo del ensayo (83A25) es un anticuerpo de rata que se detecta 
con un anticuerpo secundario dirigido contra Ig de rata. Se utilizaron anticuerpos conjugados con HRP dirigidos 40
contra IgG humana para la detección de la IgG humana.

Se desarrolló un ELISA específico de captura de anticuerpos dirigido contra el VLM para la detección del anticuerpo 
con controles positivos y negativos específicos de especie. En resumen, se incubaron 100 µl/pocillo de antígeno de 
captura (1,56 µg/ml) durante la noche a 2-8°C en placas de microtitulación ELISA de 96 pocillos (Costar). Las placas 45
se bloquearon con tampón de bloqueo (1X PBS, BSA al 1%, TW20 al 0,05%, azida de sodio al 0,05%). Los sueros 
humanos o caninos recogidos en diferentes puntos temporales en la totalidad de los estudios se diluyeron 1:100 y se 
titularon en una serie 1:4 en PBS añadido a las placas revestidas con antígeno de captura y se incubaron durante 
60-90 min a temperatura ambiente con agitación constante a 150 RPM. Se detectó cualquier anticuerpo unido con 
un anticuerpo de cabra conjugado con HRP dirigido contra IgG humana o un anticuerpo dirigido contra IgG de canino 50
(Southern Biotech). Se lavaron los ELISA 5X con PBS y se desarrollaron usando un sustrato TMB (Southern 
Biotech) durante 10 min de incubación y se leyeron en un espectrofotómetro SpectraMax 190 a 450 nm. Se 
obtuvieron controles positivos a partir de animales inmunizados, se obtuvieron controles negativos a partir de 
animales sanos. Se cribaron los paneles de donantes humanos para identificar suero positivo y negativo humano.

55
Tabla 3: Título de muestras de suero humano utilizando un anticuerpo conjugado con HRP dirigido contra IgG 

humana solo o en combinación con un anticuerpo conjugado con HRP dirigido contra Ig de rata. Se evaluaron las 
muestras de individuos sanos para la presencia de un anticuerpo dirigido contra VLM utilizando un protocolo ELISA 

dirigido contra VLM.
60

Título de anticuerpo dirigido contra VLM en muestras humanas
Anticuerpo dirigido contra IgG 

humana solo
Anticuerpo dirigido contra IgG 

humana + contra Ig de rata
Sujeto n.º 1 1:100 1:100
Sujeto n.º 5 1:500 1:500
Sujeto n.º 9 1:100 1:100
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Título de anticuerpo dirigido contra VLM en muestras humanas
Anticuerpo dirigido contra IgG 

humana solo
Anticuerpo dirigido contra IgG 

humana + contra Ig de rata
Sujeto n.º 14 1:100 1:100
Sujeto n.º 20 1:100 1:100
Sujeto n.º 24 1:100 1:100
Sujeto n.º 26 1:100 1:100

Suero humano de 10 diferentes donantes sanos, análisis negativo para HBsAg, VIH 1/2 Ab, ARN de HIV-1, Ab 
contra VHC, ARN de VHC y STS cribado verbalmente no han estado en contacto con ningún roedor (ratones, ratas, 
cobayas) incluyendo mascotas, así como primates y no se habían trabajado nunca con ningún virus, se adquirieron 
de BioReclamation Incorporation. Se cribaron todos los sueros utilizando un protocolo ELISA dirigido contra VLM y 5
los sueros ensayados negativos para la presencia de anticuerpos dirigidos contra VLM anfotrópico se combinaron y 
utilizaron como suero control negativo. Los valores de la absorbancia (DO) a 450 nm se registraron generalmente 
por debajo de 0,400.

Se detectó la reactividad de 83A25 mediante un anticuerpo conjugado con HRP dirigido contra Ig de rata. Como se 10
observa en la Figura 7 y en la Tabla 3, se puede añadir un cóctel conjugado (anticuerpo conjugado con HRP dirigido 
contra IgG de rata e IgG humana) a cualquiera de los lugares de ensayo y no alterar el valor del título generado. 
Como se ha observado en la Figura 2, la reactividad de AC (anticuerpo monoclonal 83A25) cuando se desarrolló con 
cualquier anticuerpo dirigido contra Ig de rata o el cóctel conjugado produjo una curva de dilución adecuada (Figura 
8A). Aunque el cóctel generó valores de DO superiores en comparación con el anticuerpo dirigido contra Ig de rata 15
solo, el título resultante de cada curva de dosis era 1:312500.

Ejemplo 13. Este ejemplo ilustra la detección de anticuerpos específicos dirigidos contra VLM en muestras 
humanas.

20
Para evaluar la detección de un anticuerpo específico dirigido contra VLM en una matriz de suero, el anticuerpo 
83A25 se enriqueció en suero humano diluido 1:100 en tampón de dilución o tampón de dilución solo. Las 
preparaciones enriquecidas se diluyeron en serie y se evaluaron para el procedimiento ELISA dirigido contra VLM. 
Las Figuras 8A y 8B muestras las curvas de respuesta a la dosis generadas (cuadrado compacto) para cada 
preparación enriquecida.25

Ejemplo 14. Este ejemplo ilustra la especificidad y la sensibilidad del ensayo.

Usando una placa unida al vector vírico de VLM, se consiguió la detección de anticuerpos dirigidos contra IgG de 
VLM en suero o plasma humano utilizando un ensayo directo. Se puede llevar a cabo un ensayo competitivo 30
utilizando un anticuerpo 83A25 que reconoce la proteína gp70-env procedente de un virus VLM anfotrópico. El título 
de las muestras de ensayo se estableció mediante dilución en serie 1:5 desde una dilución 1:100 de partida y 
comparando las muestras con el valor inicial; las señales positivas se definieron como aquellas por encima del corte 
establecido para este ensayo (mayores que el valor del control negativo promedio + 2 SD). Debido a que 83A25 es 
un anticuerpo de rata, se utilizan valores umbral del ensayo basados en el promedio de los valores de DO + 2SD del 35
tampón de dilución.
La Tabla 4 y la Tabla 5 presentan el rendimiento interensayo con análisis replicado del control positivo del ensayo y 
del control negativo del suero.
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Ejemplo 15. Este ejemplo ilustra la detección de anticuerpos que se producen naturalmente contra el VLM en 
una muestra de plasma humano.

Se cribaron muestras de plasma humano de donantes individuales utilizando el ensayo ELISA dirigido contra VLM 
humano. Las muestras que proporcionan valores de la media de DO450 nm por debajo de 0,200 se combinaron y 5
ensayaron para generar una muestra de plasma del control negativo (NC) para usar en futuros ensayos. Por el 
contrario, las muestras que proporcionan valores de la media de DO450 nm altos se seleccionaron como candidatos 
potenciales para el plasma del control positivo (PC). Estos candidatos se ensayaron mediante la transferencia 
Western en condiciones no reductoras para confirmar la presencia de anticuerpos específicos dirigidos contra VLM. 
La muestra que proporcionó la mejor reactividad anti-VLM, y un valor alto de DO450 nm como el ensayado en ELISA, 10
se seleccionó como el plasma del control positivo para usar en futuros ensayos.

Se obtuvieron plasmas de Bioreclamation Inc. (Westbury, NY) y se recogieron en tubos que contenían K-2 EDTA 
como un anticoagulante. Todas las muestras se ensayaron negativas para HBsAg, VIH 1 o 2 Ab, ARN de HIV-1, Ab 
contra VHC, ARN de hCV y STS como se notificó por el suministrador. Los donantes se indicaron como de raza 15
negra, caucasiana o hispana y variaron de 20 a 78 años de edad. Tras la recepción, los plasmas se almacenaron a -
80°C hasta el uso. Los plasmas de los donantes 866, 867, 871,872 y 863 con unos valores de la media de DO450 nm 
<0,200 (Tabla 6) se combinaron para generar un plasma humano del control negativo (Lote n.º OT02DV-123-
19Feb10). En los ensayos, el plasma NC se diluyó 1:100 en tampón de bloqueo/dilución con 8 réplicas por pocillo 
por placa.20

Donante ID Muestra ID Sexo
Edad del 
donante

Raza
Valor de la media de DO 

en ELISA

BRH338866 866 F 50 B 0,167 ± 0,010

BRH338867 867 F 52 B 0,127 ± 0,020

BRH338871 871 F 33 B 0,116 ± 0,017

BRH338872 872 F 55 C 0,174 ± 0,015

BRH338863 863 M 34 B 0,138 ± 0,007

Tabla 6 - Plasmas seleccionados para la generación de plasma humano del control negativo (NC). Plasmas 
humanos de 4 donantes femeninos (F) y 1 donante masculino (M) proporcionaron los valores de la media de 
DO450 nm más bajos cuando se cribaron y se seleccionaron para la generación de plasma del control negativo. Estas 25
muestras se combinaron en volúmenes iguales con alícuotas preparadas y almacenadas para la calificación y el uso. 
B - Negro; C - Caucasiano.

Las muestras de plasma de donantes que mostraron cualquiera de los valores de la media de DO OD450nm altos o 
intermedios en el ELISA dirigido contra VLM (Tabla 7) se seleccionaron para ser analizadas además mediante 30
transferencia Western. Este procedimiento podría confirmar la especificidad anti-VLM en las muestras. Además, los 
plasmas con una media de DO450 nm alta servirían como candidatos potenciales para plasma humano del control 
positivo en futuros ensayos. El cribado adicional muestra individuos raros (alrededor de 1/200) con lecturas de 
ELISA en este ensayo de >3,0 unidades de DO.

35
Tabla 7 - Plasmas seleccionados para el análisis de la transferencia Western y como candidatos potenciales 

para el plasma humano del control positivo (PC).

Donante ID Muestra ID Sexo
Edad del 
donante

Raza
Valor de la media de 

DO en ELISA
Valor de DO relativo a 

todos los plasmas

BRH338856 856A M 58 C 0,861 ± 0,077 Intermedio

BRH353131 131 M 42 B 1,766 ± 0,153 Alto

BRH353183 183 M 40 B 1,059 ± 0,110 Intermedio

BRH353194 194 M 50 B 1,906 ± 0,251 Alto

Los detalles de los plasmas humanos que mostraron valores de la media de DO450 nm altos o intermedios como se 
cribaron utilizando el ensayo ELISA dirigido contra VLM y que se iban a analizar para la especificidad anti-VLM 40
utilizando la transferencia Western. B - Negro; C - Caucasiano.

Ejemplo 16

El ejemplo ilustra la especificidad del antígeno vírico de VLM de las muestras humanas detectadas positivas para 45
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ELISA. Las muestras de plasma que mostraron valores de la media de DO450 nm altos en el ELISA dirigido contra 
VLM se ensayaron para la especificidad del antígeno en la transferencia Western. Los plasmas seleccionados se 
incubaron con una membrana de PVDF que contenía antígenos de VLM que se habían separado mediante 
electroforesis, en condiciones no reductoras sin desnaturalización. Se incluyeron como muestras de antígenos 
adicionales hileras con lisados de células HT1080 y albúmina de suero bovino (BSA). Los anticuerpos en el plasma 5
que reconocieron y se unieron a los diferentes antígenos de VLM se visualizaron a continuación utilizando un 
anticuerpo dirigido contra IgG humana conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP). El plasma del control 
negativo (Lote n.º OT02DV-123-19Feb10) se usó como un control en el ensayos.

La Figura 9 identifica aquellas muestras de plasma que se seleccionaron para una evaluación del control positivo o 10
negativo en comparación con todos los plasmas cribados utilizando el ELISA dirigido contra VLM. Se identificaron las 
muestras 131 y 194 a partir del cribado de plasma humano que proporcionó los valores de la media de DO450 nm más 
altos que se ensayaron mediante ELISA. Para confirmar la presencia de anticuerpo contra VLM en las muestras 131 
y 194, Se llevó a cabo la transferencia Western utilizando la misma preparación del lote de antígeno de VLM 
utilizada en el ensayo ELISA. Las muestras 856A y 183 que mostraron valores de la media de DO 450 nm se 15
incluyeron también en el ensayo para comparar el nivel de reactividad anti-VLM. La muestra de plasma 856A se 
originó a partir del mismo donante pero se recogió en un día diferente de la muestra designada 856 (Fig. 10). El 
plasma del control negativo se utilizó como control.

En la Figura 10 se muestran los resultados del análisis de la transferencia Western. Las muestras que proporcionan 20
valores de la media de DO450 nm altos e intermedios mostraron buena reactividad a numerosos antígenos de VLM de 
68 kD, 50 kD, 30 kD y 17 kD de tamaño. Se observó la reactividad mayor en las muestras 131 y 183 contra los 
antígenos de 17 kD de tamaño. Como se ha señalado en ensayos similares llevados a cabo utilizando muestras de 
ratón y perro, se observó una pequeña correlación entre valores de la DO450 nm y el reconocimiento del antígeno. No 
se observó reactividad contra los antígenos de VLM o BSA (utilizados para revestir las placas ELISA) con el plasma 25
NC, aunque se observó alguna reactividad contra los antígenos de preparaciones de lisados de células HT1080. 
Estos lisados se incluyeron en el ensayo debido a que esta línea de células se usó originalmente para general el lote 
de VLM. Sin embargo, no se esperaba que estuvieran presentes proteínas celulares en la muestra de VLM ya que 
estas se eliminaron durante los procedimientos normalizados de purificación vírica.

30
Se identificaron dos candidatos procedentes del cribado de plasma humano que proporcionaron valores de la media 
de DO450 nm más altos que los ensayados mediante ELISA (muestras 131 y 194). Para confirmar la presencia de 
anticuerpo contra VLM en las muestras 131 y 194, Se llevó a cabo la transferencia Western utilizando la misma 
preparación del lote de antígeno de VLM utilizada en el ensayo ELISA. Se incluyeron también las muestras 856A y 
183 adicionales que mostraron valores de la media de DO 450 nm intermedios en el ensayo para comparar el nivel de 35
reactividad anti-VLM (Figura 10). La muestra de plasma 856A se originó a partir del mismo donante, pero se recogió 
en un día diferente de la muestra designada 856 (Figura 10). El plasma del control negativo se utilizó como control. 
Las muestras que proporcionan valores de la media de DO450 nm altos e intermedios mostraron buena reactividad a 
numerosos antígenos de VLM de 68 kD, 50 kD, 30 kD y 17 kD de tamaño. Se observó la reactividad mayor en las 
muestras 131 y 183 contra los antígenos de 17 kD de tamaño. Como se ha señalado en ensayos similares llevados 40
a cabo utilizando muestras de ratón y perro, se observó una pequeña correlación entre valores de la DO450 nm y el 
reconocimiento del antígeno. No se observó reactividad contra los antígenos de VLM o BSA (utilizados para revestir 
las placas ELISA) con el plasma NC, aunque se observó alguna reactividad contra los antígenos de preparaciones 
de lisados de células HT1080. Estos lisados se incluyeron en el ensayo debido a que esta línea de células se usó 
originalmente para general el lote de VLM. Sin embargo, no se esperaba que estuvieran presentes proteínas 45
celulares en la muestra de VLM ya que estas se eliminaron durante los procedimientos normalizados de purificación 
vírica.

Se generó un plasma humano control positivo (PC) a partir del donante 131. Las muestras de plasma NC y PC 
generadas recientemente fueron un ejemplo de las curvas de titulación de PC presentadas en la Figura 11. Se 50
calculó el título de PC a 1:250 para las dos réplicas de PC en la primera placa ELISA y 1:1250 para la segunda 
placa. Los valores de la media de DO450 nm para el NC fueron 0,156 ± 0,009 de 8 réplicas. Por consiguiente, los 
criterios de aceptación del ensayo se ajustaron a PC ≥ 1:250 títulos y los valores de la media de la DO450 nm de NC 
fueron < 0,300. Se usó un control de especie emparejado humano como el control positivo en el ELISA dirigido 
contra VLM cuando se ensayaron muestras humanas.55

Ejemplo 17

Este ejemplo ilustra la detección directa de un anticuerpo contra el VLM en de plasma de caninos. La producción de 
suero del control positivo para el ELISA de IgG dirigido contra VLM se consiguió estimulando un perro experimental 60
con el virus y recogiendo los sueros a intervalos de tiempo especificados. Se utilizó Ampho MLV (T5.0002) para 
inmunizar un beagle con adyuvante (dilución 1:1 en adyuvante completo de Freund), se cebó por vía subcutánea y 
en el día 30, se reforzó con vector (40 µg/perro) se diluyó 1:1 en adyuvante incompleto de Freund. Se 
proporcionaron cinco inyecciones subcutáneas (8 µg cada una) en el día 15, 22 y 28 después del cebado; los días 6 
y 14 después del cebado (días 36 y 44 después del cebado).65
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Se llevaron a cabo una serie de experimentos para evaluar las curvas de respuesta anti-VLM de los sueros de los 
perros inmunizados que se habían recogido en diferentes puntos temporales tras la inoculación. El suero se había 
separado y almacenado a -80°C hasta el uso. Los sueros recogidos en los días 15, 22 y 28 proporcionaron curvas 
de respuesta a anticuerpos débiles, pero progresivamente mayores, culminando con una fuerte respuesta a la dosis 
en los días 36 y 44. En la Figura 12 se muestra la similitud en las curvas de respuesta a la dosis de los sueros 5
recogidos en al menos estos dos últimos puntos temporales, y una comparación con los sueros d36+d44 
combinados a un factor de dilución 1:5. Para mejorar la parte lineal de la curva de respuesta a la dosis, se ensayaron 
diferentes factores de dilución (1:3, 1:4 y 1:5) y se compararon (Figura 13). Basándose en esta información, se 
seleccionó un factor de dilución 1:4 comenzando a una dilución 1:100 como óptimo.

10
Ejemplo 18

El ejemplo ilustra la selectividad, sensibilidad y reproducibilidad determinadas para la detección de los anticuerpo de 
VLM en muestras de canino.

15
Los resultados con suero del control positivo (procedentes con perros inmunizados con un vector vírico) y suero del 
control negativo (procedente de perros que no habían experimentado anteriormente tratamiento) sugieren que la 
señal en este ensayo es a su vez una reflexión de la unión de IgG al vector vírico unido a placa. El título de las 
muestras de ensayo se establecerá mediante dilución en serie 1:4 desde una dilución 1:100 de partida y 
comparando con las muestras que se habían extraído anteriormente; las señales positivas se definieron como 20
aquellas por encima del corte establecido para este ensayo (mayores que el valor del control negativo promedio + 2 
SD).

Para evaluar el rendimiento interensayo, se analizaron los datos de varios estudios, con análisis replicados del 
control positivo y los controles negativos (Tablas 8 y 9).25

Tabla 8. Reproducibilidad interensayo de suero del control positivo.
Exp067 Exp071 Exp119 Exp124

Dilución PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2 PC1 PC2
100 3,325 3,319 3,464 3,406 2,989 3,062 3,578 3,584
400 3,049 3,287 3,415 3,352 2,619 2,618 3,572 3,553
1600 2,889 2,967 3,274 3,145 2,234 2,113 3,441 3,374
6400 2,384 2,451 2,687 2,739 1,781 1,753 2,925 2,893
25600 1,184 1,142 1,495 1,433 0,639 0,788 1,318 1,358

102400 0,321 0,275 0,398 0,382 0,172 0,153 0,268 0,312
409600 0,061 0,057 0,077 0,078 0,062 0,037 0,053 0,049
1639400 0,005 0,007 0,010 0,011 0,044 0,000 0,010 0,007

Interensayo

Media
Desviación 
estándar

% de CV

3,341 0,220 6,6
3,183 0,385 12,1
2,930 0,504 17,2
2,452 0,463 18,9
1,170 0,307 26,3
0,285 0,088 31,0
0,059 0,014 22,9
0,012 0,014 116,0

Se analizaron las curvas de diluciones en serie del suero del control positivo (PC) a través de cuatro experimentos. 
Se muestran la media, la desviación estándar (SD) y el % de CV (CV).30

Tabla 9. Reproducibilidad interensayo de suero del control negativo.
Valor de la media Desviación estándar % de CV

Exp067 NC1 0,272 0,014 5,3
NC2 0,288 0,016 5,5

Exp071 NC1 0,407 0,029 7,1
NC2 0,412 0,025 6,0

Exp119 NC1 0,195 0,026 13,1
NC2 0,202 0,026 13,1

Exp124 NC1 0,447 0,025 5,6
NC2 0,432 0,019 4,3

Interensayo Media 0,332
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Desviación 
estándar

0,104

% de CV 31,4

Se analizaron el suero del control negativo (NC) a través de cuatro experimentos (dilución 1:100 solo). Se muestran 
la media, la desviación estándar (SD) y el % de CV (CV).

Se llevó a cabo un análisis de la curva de cuatro parámetros para los sueros del control positivo utilizando datos de 5
algunos estudios. Se utilizó el promedio de los duplicados para generar los datos en la figura 14.

Ejemplo 19

El ejemplo ilustra la detección directa de anticuerpos contra VLM en sueros de pacientes que utilizan diferentes 10
ensayos. Se llevaron a cabo dos estudios de caninos para evaluar las respuestas inmunitarias al VLM anfotrópico 
mediante administración intracraneal e intravenosa.

Se observó una respuesta inmunitaria al VLM en todos los grupos E7 de dosis altas de perros (N=4) y E9 (N=2) 
(Figura 15-16). En comparación con la preadministración de sueros de la dosis E7, los títulos de VLM de los cuatro 15
beagle aumentaron en 4 veces (algunos animales individuales aumentaron en 16 veces). Se observó esta respuesta 
a los 30 días después de la administración de todos los animales y se mantuvieron los niveles durante 3 meses 
(sueros extraídos en semanas alternas) para dos de los cuatro animales (Fig. 15). La señal de los otros dos 
animales retornó a los títulos anteriores a la exposición al VLM en 75 días. Los beagle que no recibieron Toca 511 
(N=2) no mostraron el aumento en los títulos en todos los puntos temporales ensayados (animales del control). En la 20
dosis E9, se observó que un animal tenía un cambio de 16 veces del valor inicial tan pronto como en 7 días. Se 
observó una respuesta de anticuerpos dirigidos contra VLM de 64 veces el valor inicial del ensayo en ambos 
animales el día 28 (Fig. 16). En el día 60 y continuando hasta el día 90, la respuesta de la IgG dirigida contra VLM de 
ambos animales había disminuido hasta un aumento de 16 veces sobre el valor inicial (Fig. 16).

25
Ejemplo 20

El ejemplo ilustra la detección directa de la proteína vírica ENV anfotrópica en muestras humanas mediante la 
estrategia de inmunotransferencia directa.

30
Se diluyó en serie una partícula vírica de VLM anfotrópico para proporcionar las correspondientes cargas víricas 
desde 3.2e5 hasta le4 y se realizó la transferencia en una membrana de nitrocelulosa. Las muestras de plasma 
humano se diluyeron hasta 1:10, 1:20, 1:40 y 1:60 (final) y se enriquecieron con virus a 3.2e5, 1.6e5 y 8e4 (final). 
Todas las muestras se desnaturalizaron/redujeron en tampón LDS que contenía 2-ME y se calentaron hasta 100°C. 
tras el bloqueo, la membrana se incubó con un anticuerpo dirigido contra gp70 (clon: 83A25) a 1ug/ml durante 1h a 35
TA. Se desarrollaron las membranas con un sistema de estreptavidina:HRP y se visualizaron con BioRad Imager 
(Fig. 17).

Ejemplo 21
40

El ejemplo ilustra la detección directa de las proteínas de XMRV mediante inmunotransferencia utilizando el clon 514 
del anticuerpo.

La detección de la expresión de gp70 vírico en muestras de VLM y XMRV utilizando el anticuerpo monoclonal de 
ratón dirigido contra gp70 (clon 514) se ensayó mediante la transferencia Western. El virus TGFP6002-SEC 45
purificado y los lisados celulares de células U87 infectadas con T5.0002-se compararon con los lisados celulares 
obtenidos de la línea de células 22Rv1. Se cargaron las muestras en un gel Bis-Tris al 4-12% (BioRad) a 1 pg/pocillo 
de proteína total (TGFP6002-SEC) y 40 pg/pocillo de proteínas totales para los lisados celulares. El gel se analizó a 
200V durante 35 min. Las proteínas separadas se transfirieron a una membrana de PVDF que se bloqueó durante la 
noche en un 5% de leche desnatada a 4ºC. A continuación, la membrana se incubó con el clon 514 (1 µg/ml) durante 50
2h a TA en una placa con agitación. Tras lavar con TBS-Tween, se detectó la unión del anticuerpo dirigido contra 
gp70 utilizando un anticuerpo secundario marcado con HRP dirigido contra IgG de ratón (1:2000, 1 h 45 min, TA) y 
un sustrato quimioluminiscente. Un segundo anticuerpo dirigido contra gp70 (clon 83A25) se analizó como control 
(Figura 18).

55
Ejemplo 22

El ejemplo muestra la detección de anticuerpos con el ELISA en pacientes de glioma de grado alto (HGG) tratados 
con Toca 511 mediante inyección intracraneal en el tumor seguida por tratamiento con 5-fluorocitosina (5-FC). El 
ensayo es un estudio clínico multicentro, abierto, de dosis creciente sobre la seguridad y tolerabilidad de dosis 60
crecientes de Toca 511 administradas a sujetos con HGG recurrente que se han sometido a cirugía seguida por 
radiación y quimioterapia complementarias. El objetivo primario del ensayo es identificar la dosis más alta, segura y 
bien tolerada de Toca 511 administrada por vía intratumoral mediante inyección transcraneal estereotáctica. Los 
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objetivos secundarios son: evaluar la seguridad y la tolerabilidad del tratamiento con 5-fluorocitosina (5-FC) a 
aproximadamente 130 mg/kg/día durante 6 días comenzando aproximadamente 3 semanas después de la 
administración de Toca 511 y de forma repetida aproximadamente cada 4 semanas; evaluar el índice de respuesta 
objetiva de la combinación Toca 511/5-FC utilizando los criterios de Macdonald, para evaluar el porcentaje de 
sujetos que no han progresado o muerto a los 6 meses (PFS-6); evaluar la seguridad y la tolerabilidad de Toca 511 5
administrada dentro de un tumor residual en el momento de la craneotomía y la resección parcial del glioma de 
grado alto reincidente (HGG) y seguido por el tratamiento cíclico con 5-FC.

Los sujetos de ensayo son adultos con HGG reincidente que han presentado recidiva tras la cirugía, radiación y 
quimioterapia. Aproximadamente tres semanas después de la administración del vector, los sujetos se sometieron 10
inicialmente a una gammagrafía de IRM mejorada con gadolinio (Gd-IRM) y a continuación comenzaron el 
tratamiento con 5-FC oral a aproximadamente 130 mg/kg/día durante 6 días. Se repitieron ciclos de 6 días de 5-FC 
aproximadamente cada 4 semanas (± 1 semana) hasta inicio de un nuevo tratamiento antineoplásico para la 
progresión del tumor. Los Pts 101 y 102 se sometieron a extirpación del tumor en los marcos temporales que se 
muestran en la Figura 20. Se tomaron muestras de sangre en los puntos temporales que se muestran en la Figura 15
20 y ADN de sangre completa, se midieron los ADN procedentes de plasma y los anticuerpos procedentes de 
plasma mediante la PCR cuantitativa (ADN), mediante la RT-PCR cuantitativa (ARN) y mediante ELISA (anticuerpos 
dirigidos contra el virus).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar anticuerpos antivíricos contra el virus anfotrópico de la leucemia murina (VLM) o un virus 
relacionado con el virus de la leucemia murina (MLVRV) en una muestra biológica que comprende:

5
a) incubar una muestra de fluido biológico con un reactivo de captura inmovilizado sobre un soporte sólido para 
unir al reactivo de captura múltiples anticuerpos antivíricos contra un VLM o MLVRV anfotrópico, donde el 
reactivo de captura comprende una preparación de partículas víricas completas exentas de suero de VLM o 
MLVRM;
b) detectar los anticuerpos antivíricos unidos al reactivo de captura inmovilizado poniendo en contacto los 10
anticuerpos antivíricos unidos con un agente secundario de detección marcado.

2. El método de la reivindicación 1, donde la muestra de fluido biológico se aísla de un mamífero y se selecciona de 
plasma, suero, orina, saliva, aspiración con aguja fina, semen, secreción vaginal y leche.

15
3. El método de la reivindicación 2, donde el mamífero es un ser humano.

4. El método de la reivindicación 2 o la reivindicación 3, donde el mamífero tiene un trastorno autoinmunitario, una 
infección vírica, un cáncer, o está inmunosuprimido.

20
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