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DESCRIPCIÓN 
 
Agentes medicinales novedosos y usos de los mismos  
 
Campo de invención  5 
 
La presente invención se refiere a un compuesto TMZ-CD154 novedoso y a un método para tratar enfermedades en 
las que se usa la molécula TMZ-CD154 novedosa. En particular, TMZ-CD154 se usa para modificar las respuestas 
inmunitarias en pacientes con enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario tales como cáncer y 
enfermedad infecciosa. La presente invención también se refiere a un método para activar células con TMZ-CD154 10 
in vitro o bien antes de usar las células activadas para terapia o bien con fines de diagnóstico. 
 
Antecedentes de la invención  
 
Durante las últimas décadas, la tecnología de transferencia de genes ha estado bajo una extensa investigación en el 15 
tratamiento de, por ejemplo, cáncer. En 2012, Glybera se convirtió en el primer tratamiento de terapia génica 
aprobado para uso clínico. Glybera compensa la deficiencia de lipoproteína lipasa administrando una copia intacta 
del gen de la lipoproteína lipasa humana (LPL) incorporado en el vector viral del serotipo 1 del virus adenoasociado 
(AAV1).  
 20 
El objetivo de la terapia génica es introducir un gen funcional/terapéutico en una célula diana tal como una célula 
tumoral.  
 
El documento WO 2012/038607 describe un método para producir CD40L en una célula y aumentar la respuesta 
inmunitaria específica del tumor y la apoptosis en un sujeto. CD40L (también denominado ligando CD40, CD154 o 25 
gp39) es una proteína transmembrana tipo II que pertenece a la familia del factor de necrosis tumoral.  
 
El documento WO 02/36769 describe una quimera CD40L-CD40. A diferencia de la secuencia de nucleótidos de la 
presente invención, la quimera contiene una región de señalización intracelular de otra proteína mientras que la 
presente invención carece de capacidad de señalización intracelular.  30 
 
Blaser et al. (Clin. Inmunology 2005, 117, 231-237) y Hsu et al. (Journal of Biological Chemistry, 1997, 272, 911-915) 
describen CD40L que se produce de manera natural, que en el caso de Blaser et al. se demuestra que una mutación 
conduce a una proteína disfuncional. Hsu et al. describen que CD40L que se produce de manera natural puede 
escindirse para liberar el dominio extracelular. Sin embargo, el CD40L liberado no es estable como trímero.  35 
 
Los documentos WO 94/10308 y WO 2007/120368 se refieren a moléculas CD40L multiméricas solubles que no se 
retienen en la membrana plasmática, sino que se liberan de la célula o se usan como moléculas producidas 
recombinantes para el uso sistémico en pacientes. Una comparación de estas moléculas solubles con TMZ-CD154 
de la presente invención muestra que TMZ-CD154 proporciona una señal de activación más fuerte, probablemente 40 
porque se retiene en la membrana plasmática.  
 
Morris A E et al. (Journal of Biological Chemistry, American Society for Biochemistry and Molecular Biology, vol. 274, 
n.º 1, 1 de enero, 1999) describen la incorporación de un motivo de cremallera de isoleucina en CD40L soluble.  
 45 
CD154 es una molécula transmembrana que puede trimerizarse tras unirse al receptor CD40. La unión conduce a la 
estimulación recíproca de las células CD154 positivas y CD40 positivas. CD154 también puede escindirse y 
secretarse, pero luego actúa como monómero CD154 soluble (sCD154). La unión a membrana o sCD154 activa las 
células dendríticas (DC) para convertirse en células que presentan antígenos eficientes y activar las denominadas 
respuestas inmunitarias de tipo Th1 con células efectoras tales como células T y linfocitos citolíticos naturales (NK). 50 
La respuesta inmunitaria de tipo Th1 desempeña un papel crucial en la inmunidad tumoral y es, por tanto, la esencia 
de la inmunoterapia tumoral activa. CD154 puede inducir apoptosis en células tumorales CD40 positivas mediante 
medios no completamente establecidos. Sin embargo, algunos informes reivindican que se debe a la activación de 
caspasa-9 dependiente de la ruta TRAF3-JNK, mientras que otros estudios implican una producción auto o paracrina 
de ligandos de muerte que pueden inducir la activación de caspasa-8 (Loskog y Eliopoulos, Semin Inmunol 2009). 55 
CD40 no tiene dominios de muerte en su cola, dando lugar a múltiples explicaciones. La inducción de apoptosis se 
ha mostrado más potente si CD154 está unido a membrana, lo que puede deberse a la trimerización de este sistema 
receptor/ligando tras la unión. CD154 se ha usado como molécula soluble en ensayos clínicos que reclutan 
pacientes con cáncer, pero la exposición sistémica puede dar como resultado enzimas hepáticas aumentadas, lo 
que no se ha observado cuando CD154 se ha administrado de manera local en una metástasis tumoral, por ejemplo 60 
mediante el uso de transferencia génica del serotipo 5 adenoviral (Vonderheide JCO, 2001; Malmström et al. CCR 
2010). CD154 de longitud completa también se ha usado en virus oncolíticos (Fernandes et al. CCR 2009; Gomes et 
al. CCR 2009; Terada et al. GT 2006; Diaconu et al. CR 2012) y se ha sometido a prueba su seguridad en pacientes 
(Pesonen et al. CR 2012). La molécula CD154 expresada en células T mediante ingeniería genética puede dar como 
resultado enfermedad linfoproliferativa (Brown et al. Nat Med 1998). Por tanto, los vectores que transfieren el gen 65 
CD154 de longitud completa y que tienen la capacidad de infectar células que pueden reaccionar de tal manera 
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pueden provocar toxicidad adversa inesperada.  
 
Por tanto, existe la necesidad de desarrollar un derivado de CD154, que mantenga las propiedades beneficiosas con 
respecto a la apoptosis y la supresión tumoral, pero que no presente una toxicidad adversa no deseada.  
 5 
Breve descripción de la invención  
 
El presente inventor ha desarrollado un derivado de CD154 trimerizado unido a membrana que carece de los 
dominios de señalización intracelular. El derivado es un inmunomodulador más fuerte que el monómero CD154 
correspondiente, no dará lugar a señalización de CD154 interna y no dará lugar a toxicidad sistémica mediada por 10 
CD154. 
 
Descripción de TMZ-CD154  
 
Esta invención se refiere a una forma de CD154 diseñada por ingeniería genética en la que el dominio extracelular y 15 
transmembrana de CD154 se fusiona con un dominio de oligomerización (figura 1). El CD154 diseñado por 
ingeniería genética retendrá una forma unida a membrana con un dominio extracelular funcional pero no contendrá 
dominios de señalización intracelular. En cambio, el dominio de oligomerización oligomerizará el CD154 diseñado 
por ingeniería genética traducido y el complejo de proteína permanecerá unido a membrana.  
 20 
Como ejemplo, se ha producido una molécula CD154 trimerizada que contiene una cremallera de isoleucina unida a 
membrana denominada TMZ-CD154. TMZ-CD154 forma moléculas oligomerizadas, preferiblemente trimerizadas, de 
CD154 que carecen del dominio intracelular y se localiza en la membrana celular. TMZ-CD154 expresada en células 
da como resultado una detección robusta de la molécula en la superficie celular y una secreción mínima de la 
molécula comparable con CD154 de tipo natural. Las células que expresan TMZ-CD154 activan las células 25 
dendríticas (DC) tal como se muestra mediante una expresión uniforme de CD83 y una producción alta de IL12. La 
producción de IL12 es tan alta como la de CD154 de tipo natural y mayor que si las DC se estimulan con moléculas 
CD154 multiméricas solubles que demuestran el beneficio de una región transmembrana que retiene TMZ-CD154 en 
la membrana. Además, la señalización de CD154 en células que expresan CD154 tras el ligamiento de CD40 está 
escasamente definida pero puede inducir un estado proliferativo en células T que expresan CD154. Por tanto, TMZ-30 
CD154 tendrá las propiedades beneficiosas de estimulación de CD154 de células CD40 positivas sin la activación de 
las rutas de señalización aguas abajo dentro de las células que expresan TMZ-CD154 que puede provocar un 
crecimiento descontrolado en, por ejemplo, células T diseñadas por ingeniería genética u otros acontecimientos 
desconocidos dependientes del tipo de célula diseñada por ingeniería genética. Esto es importante especialmente si 
la molécula se administra a células que pueden afectarse por una señalización interna de CD154 tal como las 35 
células T.  
 
Tal como se describe en el presente documento, la presente invención no se limita a TMZ-CD154, sino que otros 
nucleótidos/proteínas que tienen los componentes básicos esenciales también están dentro del alcance de la 
invención. Con fines ilustrativos, se usa TMZ-CD154 como ejemplo de los diversos aspectos de la invención:  40 
 
i) TMZ-CD154 en forma de nucleótido o proteína,  
 
ii) TMZ-CD154 para su uso en medicina,  
 45 
iii) TMZ-CD154 insertado en vehículos genéticos, células, células artificiales o vehículos naturales o artificiales,  
 
iv) TMZ-CD154 insertado en vehículos genéticos, células, células artificiales o vehículos naturales o artificiales para 
su uso en medicina,  
 50 
v) TMZ-CD154 o TMZ-CD154 insertado en vehículos genéticos, células, células artificiales o vehículos naturales o 
artificiales para su uso en el tratamiento de enfermedades que incluyen, pero no se limitan a, cáncer, enfermedad 
infecciosa, enfermedad linfoproliferativa, inflamación, inflamación crónica, autoinmunidad o alergia en medicina 
humana y/o veterinaria,  
 55 
vi) una composición farmacéutica que comprende TMZ-CD154,  
 
vii) una composición farmacéutica que comprende TMZ-CD154 insertado en vehículos genéticos, células, células 
artificiales o vehículos naturales o artificiales,  
 60 
viii) un método para producir TMZ-CD154 en una célula.  
 
Descripción de la invención  
 
Basándose en las observaciones informadas en el presente documento, especialmente en vista de los resultados 65 
relativos a TMZ-CD154, la presente invención se refiere a una secuencia de nucleótidos que codifica para, desde 5’ 
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hasta 3’, una proteína transmembrana  
 
OD-(L)-TD-ED  
 
en la que 5 
 
OD es un dominio de oligomerización seleccionado del grupo que consiste en una cremallera de isoleucina y un 
dominio de trimerización de fibritina T4,  
 
L es un ligador, que está presente opcionalmente,  10 
 
TD es un dominio transmembrana derivado de CD154 o de cualquier proteína transmembrana tipo II, y  
 
ED es un dominio extracelular de CD154  
 15 
con la condición de que la secuencia de nucleótidos no comprenda SEQ ID NO: 16, es decir una secuencia que 
puede codificar para la región intracelular de CD154, ni la región intracelular de CD40. 
 
El dominio transmembrana puede derivarse de CD154 o de cualquier proteína transmembrana tipo II.  
 20 
El dominio extracelular puede seleccionarse de  
 
i) SEQ ID NO: 11, es decir residuos 199-846 de SEQ ID NO: 1,  
 
ii) SEQ ID NO: 11, es decir residuos 199-846 de SEQ ID NO: 1, pero en la que uno o más de los residuos de ácido 25 
nucleico 397-420 de SEQ ID NO: 1 se han delecionado o intercambiado con otro ácido nucleico para evitar la 
escisión de la molécula, 
 
iii) SEQ ID NO 12, es decir residuos 127-846 de SEQ ID NO: 3,  
 30 
iv) SEQ ID NO: 13, es decir residuos 127-844 de SEQ ID NO: 4,  
 
v) SEQ ID NO: 14, es decir residuos 127-844 de SEQ ID NO: 5,  
 
vi) una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 95%, el 98% o el 99% con 35 
una secuencia definida en cualquiera de i)-v), o  
 
vi) un dominio extracelular de CD154 correspondiente de un mamífero. 
 
La secuencia de nucleótidos de la presente invención contiene tres elementos obligatorios, que desde el extremo 5’ 40 
hasta el 3’ proporcionan la estructura OD-TD-ED, y al mismo tiempo carece de señalización intracelular. El dominio 
extracelular de CD40L se fusionará con una región transmembrana para retenerla en la superficie celular para 
mejorar la señalización y con un dominio de trimerización para la señalización máxima. Un ligador puede insertarse 
entre OD y TD.  
 45 
La intención de TMZ-CD154 es trimerizar CD40L y retenerlo en la membrana plasmática sin conferir señalización 
intracelular en la célula portadora de TMZ-CD154 tras la interacción con células CD40+. El fin es trasmitir señales, 
pero no lograr señales recíprocas.  
 
CD40L que se produce de manera natural no mantiene una estructura trimerizada in vivo de manera sólida, lo que 50 
debilita la señalización.  
 
Una secuencia de nucleótidos según la presente invención puede usarse en terapia génica in vivo, por ejemplo, y tal 
como se describe en los ejemplos en el presente documento, mediante la inyección intratumoral de un virus que 
porta la secuencia de nucleótidos (por ejemplo, el gen TMZ-CD154) es importante eliminar la región intracelular (por 55 
ejemplo, de CD40L). La inyección in vivo conducirá a la expresión de la secuencia de nucleótidos en todas las 
células infectadas incluyendo las células T infiltrantes de tumor, células que pueden expresar de manera natural 
CD40L, en un tiempo corto durante la activación. La sobreexpresión de CD40L de tipo natural en células T conduce 
a la proliferación descontrolada de células T y, por tanto, a enfermedades linfoproliferativas en ratones. La 
eliminación de la región intracelular es importante en cuanto a aspectos de seguridad. TMZ-CD154 no induce la 60 
proliferación descontrolada de células T en células T humanas ni tales reacciones adversas que se han observado 
en ratones tratados con CD40L.  
 
En particular, la invención se refiere a CD40L o un derivado de CD154 que tiene la siguiente estructura:  
 65 
OD-(L)-TD-ED, en la que OD es un dominio de oligomerización, L es un ligador, que está presente opcionalmente, 
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TD el dominio transmembrana y ED es el dominio extracelular. Por tanto, en comparación con CD40L (CD154), la 
secuencia de nucleótidos de la invención no tiene un dominio intracelular, pero tiene un dominio de oligomerización, 
que precede a los dominios transmembrana y extracelulares. Por tanto, el dominio intracelular de CD40L (CD154) no 
está presente.  
 5 
En la tabla a continuación se proporciona un resumen de las secuencias mencionadas en el presente documento.  
 
Lista de secuencias 
 

SEQ ID NO:   

1 TMZ-CD154 Nucleótido 
2 TMZ-CD154 Proteína 

3 TMZ-CD154 (caballo) Nucleótido 
4 TMZ-CD154 (perro) Nucleótido 
5 TMZ-CD154 (gato) Nucleótido 

6 gen TMZ-CD154/4-1BBL Nucleótido 
7 gen TMZ-CD154/4-1BBL Proteína 

8 gen TMZ-CD154/aIL6R scFv  Nucleótido 
9 gen TMZ-CD154/aIL6R scFv Proteína 

10 
CD154 de tipo natural longitud 

completa 
Proteína 

11 
ED – residuos 199-846 de SEQ ID 

NO: 1 
Nucleótido 

12 
ED – residuos 127-846 de SEQ ID 

NO: 3 
Nucleótido 

13 
ED – residuos 127-844 de SEQ ID 

NO: 4 
Nucleótido 

14 
ED – residuos 127-844 de SEQ ID 

NO: 5 
Nucleótido 

15 Residuos ID 1-22 de SEQ ID 10 Proteína 

16 
ID correspondiente a los residuos de 

aminoácido 1-22 de SEQ ID 10 
Nucleótido 

17 
Residuos TD 127-198 de SEQ ID 

NO: 1 
Nucleótido 

18 
TD correspondiente a los residuos de 

ácido nucleico 127-198 de SEQ ID 
NO: 1 

Proteína 

19 
TD derivado del ligando Ox40 

humano 
Proteína 

20 
TD derivado del ligando Ox40 

humano 
Nucleótido 

21 TD derivado de CD70 humano Proteína 
22 TD derivado de CD70 humano Nucleótido 

23 
OD – cremallera de isoleucina – 
residuos 10-108 SEQ ID NO: 1 

Nucleótido 

24 
ED – proteína correspondiente a 
SEQ ID NO: 11, es decir residuos 

199-846 de SEQ ID NO: 1 
Proteína 

25 
Ligador – proteína correspondiente a 
SQ ID NO: 17, es decir residuos 109-

126 de SEQ ID NO: 1 
Proteína 

26 

aa de longitud completa de CD40L 
humano con cambio en aa para 

prevenir la escisión de la molécula 
 

Q K (n.º 114,115) y D Q N P (n.º 117 
– 120) se cambian por P R y E E D S  

Proteína 

27 TMZ-CD154 (caballo) Proteína 
28 TMZ-CD154 (perro) Proteína 
29 TMZ-CD154 (gato) Proteína 

 10 
En general, la secuencia de nucleótidos es CD154 que carece de la región intracelular y tal como parece de lo 
anterior, CD154 puede derivarse de mamíferos incluyendo ser humano, caballo, perro, gato, etc. Se prefiere CD154 
humano. Se prevé que uno o más de los residuos de CD154 pueden delecionarse o sustituirse. En la siguiente tabla 
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e ilustrada con CD154 humano (proporcionado como proteína) se proporciona una indicación de qué residuos 
pueden sustituirse con otro residuo. Cualquier combinación de patrón de sustitución/deleción está dentro del alcance 
de la presente solicitud. Por tanto, uno o más de los aminoácidos de CD154 (que carecen de la región intracelular) 
indicados en la tabla a continuación pueden sustituirse/delecionarse según el cambio específico establecido.  
 5 
Algunos de los aminoácidos de CD154 (proteína) también pueden sustituirse para prevenir la escisión de la 
molécula. SEQ ID NO: 26 proporciona un ejemplo de una secuencia de este tipo, en la que los cambios son tal como 
sigue (basándose en CD150 humano de longitud completa): Q114P, K115R, D117E, Q118E, N119D y P120S. Una 
secuencia de nucleótidos correspondiente a la proteína de SEQ ID NO: 26, pero que carece de la región intracelular 
también está dentro del alcance de la presente invención.  10 
 
Variaciones naturales en la secuencia de aminoácidos de CD154 humano 
 
Referencia: UniProtKB/Swiss-Prot/P29965 (CD40L_ HUMAN)  
 15 

Posición (aa) Cambio Dominio 
36 M por R TD 

38 G por R TD 
116 G por R ED 

116 G por S ED 
123 A por E ED 

125 H por R ED 

126 V por A ED 
126 V por D ED 

128-129 SE por RG ED 
140 W por C ED 
140 W por G ED 

140 W por R ED 
143 K por T ED 

144 G por E ED 
147 T por N ED 

155 L por P ED 

170 Y por C ED 

173 A por D ED 

174 Q por R ED 

176 T por I ED 
195 L por P ED 

208 A por D ED 
211 T por N ED 

219 G por R ED 
224 H por Y ED 

226 G por A ED 
227 G por V ED 

227 Desaparecido ED 

231 L por S ED 
235 A por P ED 

237 V por E ED 
254 T por M ED 
257 G por D ED 

257 G por S ED 
258 L por S ED 

 
Tal como se mencionó anteriormente, el dominio transmembrana puede ser cualquier proteína transmembrana, en 
particular derivada de CD154, ligando OX40 humano o CD70 humano.  
 
Por tanto, el dominio transmembrana puede tener una identidad de secuencia de al menos el 90% con  20 
 
i) SEQ ID NO: 17, es decir residuos 127-198 de SEQ ID NO 1,  
 
ii) SEQ ID NO: 20, es decir dominio transmembrana de OX40 humano, o  
 25 
iii) SEQ ID NO: 22, es decir dominio transmembrana de CD70 humano,  
 
o puede tener una identidad de secuencia de al menos el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con SEQ 
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ID NO: 17, SEQ ID NO: 20 o SEQ ID NO: 22.  
 
Como ejemplo, el dominio transmembrana tiene SEQ ID NO: 17, es decir los residuos 127-198 de SEQ ID NO: 1 
(TMZ-CD154).  
 5 
El dominio de oligomerización es una cremallera de isoleucina o un dominio de trimerización de fibritina T4. Como 
ejemplo, el dominio de oligomerización es la cremallera de isoleucina que tiene SEQ ID NO: 23, es decir residuos 
10-108 de SEQ ID NO: 1.  
 
La secuencia de nucleótidos puede comprender además una secuencia de Kozak, por ejemplo correspondiente a los 10 
residuos 1-9 de SEQ ID NO: 1.  
 
La secuencia de Kozak es una secuencia corta de nucleótidos que se produce en ARNm eucariota para potenciar el 
inicio del proceso de traducción. Para potenciar la traducción de TMZ-CD154 cuando se usa en ámbitos de terapia 
génica, la secuencia génica de TMZ-CD154 se sigue mediante una secuencia de Kozak. La secuencia de Kozak 15 
estará presente si TMZ-CD154 se expresa solo o como el primer gen en un transcrito que contiene genes 
adicionales para inmunomoduladores u otras moléculas. Por tanto, en el presente contexto, un nucleótido según la 
presente invención puede tener o no una secuencia de Kozak. Ambas formas están dentro del alcance de la 
presente invención.  
 20 
A modo de ejemplo, una secuencia de nucleótidos según la invención puede tener una identidad de secuencia de al 
menos el 90% o al menos el 95% con SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5. 
Específicamente, una secuencia de nucleótidos según la invención puede tener una identidad de secuencia de al 
menos el 98% con SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, o ser idéntica a los nucleótidos de 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5.  25 
 
Una secuencia de nucleótidos según la invención también puede combinarse con un inmunomodulador. Los 
ejemplos de inmunomoduladores adecuados son el gen del ligando de 4-1BB, o un gen para un scFv anti-IL6R.  
 
De manera análoga, una secuencia de nucleótidos según la invención puede combinarse con un modulador de la 30 
ruta de señalización tal como un scFv anti-IL6R; o puede combinarse con un bloqueante de la ruta de señalización. 
Por tanto, una secuencia de nucleótidos según la invención puede tener una identidad de secuencia de al menos el 
95%, el 98% o el 100% con SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 8 (gen TMZ-CD154/4-1BBL y gen TMZ-CD154/aIL6R scFv, 
respectivamente).  
 35 
El uso de una secuencia de nucleótidos según la invención se describe en detalle en el presente documento. En 
general, la secuencia de nucleótidos puede usarse en medicina y/o como herramienta de diagnóstico.  
 
La invención también se refiere a una proteína codificada por una secuencia de nucleótidos tal como se define en el 
presente documento.  40 
 
En analogía con la definición de una secuencia de nucleótidos según la invención, una proteína de la invención 
puede definirse como una proteína que comprende la estructura 
 
OD-(L)-TD-ED,  45 
 
en la que OD es una secuencia de aminoácidos correspondiente a un dominio de oligomerización,  
 
L es un ligador, que está presente opcionalmente,  
 50 
TD es una secuencia de aminoácidos correspondiente a un dominio transmembrana, y  
 
ED es una secuencia de aminoácidos correspondiente a un dominio extracelular de CD154,  
 
con la condición de que la proteína no comprenda una secuencia de aminoácidos correspondiente a la región 55 
intracelular de CD154 correspondiente a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 15, ni la región intracelular de 
CD40.  
 
El dominio extracelular de CD154 puede seleccionarse de 
 60 
i) SEQ ID NO: 24,  
 
ii) SEQ ID NO: 24, pero en la que uno o más de los aminoácidos de la secuencia de aminoácidos MQKGDQNP 
correspondiente a los residuos de nucleótido 397-420 de SEQ ID NO: 1 se han delecionado o intercambiado con 
otro aminoácido para evitar la escisión de la molécula,  65 
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iii) residuos de aminoácido correspondientes a los residuos de nucleótido de SEQ ID NO 12, es decir residuos 127-
846 de SEQ ID NO: 3,  
 
iv) residuos de aminoácido correspondientes a los residuos de nucleótido de SEQ ID NO: 13, es decir residuos 127-
844 de SEQ ID NO: 4,  5 
 
v) residuos de aminoácido correspondientes a los residuos de nucleótido de SEQ ID NO: 14, es decir residuos 127-
844 de SEQ ID NO: 5,  
 
vi) una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 95%, el 98% o el 99% con 10 
una secuencia definida en cualquiera de i)-v), o  
 
vi) un dominio extracelular de CD154 correspondiente de un mamífero.  
 
El dominio transmembrana puede derivarse de CD154 o cualquier proteína transmembrana tipo II. Puede tener una 15 
identidad de secuencias de al menos el 90%, el 95%, el 98% o el 100% con SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 o SEQ 
ID NO: 21, preferiblemente con SEQ ID NO: 18.  
 
La proteína según la invención carece de una región intracelular tal como la región intracelular de CD154 o CD40.  
 20 
Los detalles y pormenores descritos en el aspecto de nucleótidos también se aplican para los aspectos de la 
proteína, sin embargo, respecto al aspecto de la proteína, las partes relevantes de las moléculas son las secuencias 
de aminoácidos correspondientes a los nucleótidos descritos o secuencias de aminoácidos codificadas por los 
nucleótidos descritos en el presente documento.  
 25 
A modo de ejemplo, una proteína según la invención puede comprender un ED que tiene una identidad de secuencia 
de al menos el 90% o al menos el 95% para SEQ ID NO: 24. Además, en la tabla anterior se proporciona una 
revisión de posibles cambios en el ED. Tal como se describió anteriormente, cualquier cambio y combinación de 
cambios de este tipo pretenden estar dentro del alcance de la presente invención.  
 30 
Más específicamente, el dominio de oligomerización es un dominio de cremallera de isoleucina o un dominio de 
trimerización de fibritina T4. Tal como se mencionó anteriormente, el dominio transmembrana puede derivarse del 
dominio transmembrana de CD154 o de cualquier proteína transmembrana tipo II. Específicamente, la secuencia de 
aminoácidos correspondiente al dominio transmembrana tiene al menos una identidad de secuencia del 90%, el 
95%, el 98% o el 100% para SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 (TD derivado del ligando OX40) o SEQ ID NO: 21 (TD 35 
derivado de CD70). Como ejemplo, el dominio transmembrana de una proteína según la invención puede ser SEQ 
ID NO: 18 o una proteína, en la que uno o más de los residuos de SEQ ID NO: 18 pueden delecionarse o sustituirse 
con otro aminoácido. Ejemplos de tales residuos son aa14 y/o aa16, en los que, por ejemplo, M14R y/o G15R 
(correspondientes a M36R y G38R en CD154 de longitud completa). En particular, una proteína según la invención 
puede tener una identidad de secuencia de al menos el 90%, el 95% o el 98% con SEQ ID NO: 2, tal como una 40 
identidad de secuencia del 100% con SEQ ID NO: 2.  
 
El uso de una proteína según la invención se describe en detalle en el presente documento. De manera general, una 
proteína puede usarse en medicina y/o como herramienta de diagnóstico. TMZ-CD154 es especialmente de interés 
en forma tanto de nucleótido como de proteína.  45 
 
Detalles respecto a la referencia de TMZ-CD154 para estructura y secuencias  
 
El gen TMZ-CD154 contiene los dominios extracelulares y transmembrana de CD154 fusionados con un dominio de 
oligomerización pero que carecen de la región intracelular de CD154. Más específicamente, el gen TMZ-CD154 50 
tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con una de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o 
SEQ ID NO: 5. En particular, el gen TMZ-CD154 tiene una identidad de secuencia de al menos el 95% con una de 
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5. En particular, el gen TMZ-CD154 es uno de SEQ ID 
NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5.  
 55 
SEQ ID NO.2 corresponde a la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1. Se abarca también por la presente 
invención la proteína de TMZ-CD154 que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con la secuencia de 
proteína correspondiente de una de las secuencias de nucleótidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o 
SEQ ID NO: 5. En particular, la proteína de TMZ-CD154 tiene una identidad de secuencia de al menos el 95% con la 
secuencia de proteína correspondiente de una de las secuencias de nucleótidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, 60 
SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5. En particular, la proteína de TMZ-CD154 corresponde a la secuencia de proteína 
correspondiente de las secuencias de nucleótidos SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5. En 
particular, la proteína tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% o al menos el 95% con la SEQ ID NO: 2. 
En particular, la proteína de TMZ-CD154 tiene la de secuencia proteína de SEQ ID NO: 2.  
 65 
Los dominios de TMZ-CD154 pueden ser de origen humano, pero también pueden ser originarios de otras especies 
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que incluyen, pero no se limitan a, perro, gato y caballo. El transgén puede usarse en forma autóloga, alogénica o 
xenogénica. Por ejemplo, TMZ-CD154 humano puede usarse para tratar enfermedades en seres humanos, gato, 
perro y/o caballo.  
 
El dominio de oligomerización es un dominio de cremallera de isoleucina o el dominio de trimerización de fibritina T4.  5 
 
El dominio transmembrana puede derivarse de la molécula CD154 o de otras moléculas que muestren una o más 
regiones transmembrana, o una región diseñada para potenciar la retención de CD154 en la membrana. Las 
regiones transmembrana pueden ser hélices alfa transmembrana únicas o múltiples, barril(es) beta, una hélice beta 
de gramicidina A, pero también pueden ser otras estructuras.  10 
 
Vehículos  
 
La invención también se refiere a un vehículo que comprende una secuencia de nucleótidos tal como se define en el 
presente documento. El vehículo puede ser cualquier vehículo adecuado incluyendo plásmidos, vectores virales, 15 
transposones, células, células artificiales y vehículos artificiales.  
 
Cuando TMZ-CD154 se usa a continuación, abarca TMZ-CD154 como tal así como los otros nucleótidos (y 
proteínas, si procede) según la presente invención.  
 20 
El vehículo para la transferencia de TMZ-CD154 puede ser, pero no se limita a, un plásmido, un vector viral 
deficiente en replicación, un virus competente en replicación, un transposón, una célula, una célula artificial o un 
vehículo artificial.  
 
TMZ-CD154 tal como se define en el presente documento puede administrarse en los vehículos descritos en el 25 
presente documento como un ADN, ADNc, ARN, ARNm, oligonucleótido o una proteína.  
 
Plásmidos  
 
El vehículo para la transferencia de secuencias de nucleótidos según la presente invención, en particular de TMZ-30 
CD154, puede ser un plásmido, un derivado de plásmido minicircular o un plásmido o minicírculo de 
autorreplicación.  
 
El vector de plásmido puede ser, pero no se limita a, un plásmido básico que consiste en una secuencia de ADN 
circular con sitios de ORI, enzima(s) de restricción, promotor(es) y secuencia de nucleótidos según la invención, en 35 
particular la secuencia TMZ-CD154, con codones de inicio y de terminación.  
 
El plásmido también puede ser un denominado derivado de plásmido minicircular sin partes de vector procariota o 
limitadas pero que contiene la secuencia de nucleótidos según la presente invención, en particular la secuencia 
TMZ-CD154.  40 
 
El plásmido que contiene el nucleótido según la invención, en particular la secuencia TMZ-CD154, puede ser un 
denominado plásmido o minicírculo de autorreplicación que contiene un elemento S/MAR u otra parte que permite la 
autorreplicación del plásmido o minicírculo en células.  
 45 
Vectores virales 
 
El vector puede ser un vector viral deficiente en replicación o un virus competente en replicación que contiene la 
secuencia de nucleótidos según la invención, por ejemplo TMZ-CD154.  
 50 
Vector viral deficiente significa un virus que no puede replicarse por sus propios medios debido a la deleción de 
genes implicados en la replicación viral. Por ejemplo, el gen 1 de expresión temprana (E1) puede delecionarse de la 
familia de virus Adenoviridae para generar un vector viral de replicación deficiente. Para fomentar el crecimiento de 
un virus de replicación, los genes desaparecidos/proteínas relacionadas necesitan proporcionarse por, pero no se 
limitan a, un inserto de gen E1 en la línea celular productora (tal como las líneas celulares productoras 293, 293T, 55 
911, C6 (Crucell)). Los genes desaparecidos/proteínas relacionadas también pueden proporcionarse de manera 
separada a una línea celular que produce virus. Por ejemplo, el plásmido de un vector deficiente en replicación 
originario de Retroviridae puede transfectarse junto con genes/proteínas que contienen los genes desaparecidos en 
células productoras.  
 60 
Virus competente en replicación significa un virus que puede replicarse por sus propios medios en cualquier célula 
que infecte o en células de un origen específico. Las últimas pueden ser un virus replicativo de manera condicional 
en el que la replicación está impulsada por un promotor que sólo es activo en determinadas células o en 
determinadas circunstancias. Tal célula puede ser una célula tumoral o una célula específica del órgano y tal 
circunstancia puede ser una actividad de promotor regulada por incremento debido a la proliferación tal como el 65 
promotor de la telomerasa (TERT) o una ruta interrumpida de retinoblastoma Rb.  
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El vector viral deficiente en replicación o el virus competente en replicación, tal como se establece anteriormente, 
puede tener otras deleciones en el genoma del virus para dar más espacio para transgenes tales como TMZ-CD154 
o para eliminar segmentos génicos que de otra forma comprometen el efecto del tratamiento o la expresión del 
transgén. Por ejemplo, el gen 3 de expresión temprana (E3) puede delecionarse de manera parcial o completa de la 5 
familia de virus Adenoviridae por las razones anteriormente mencionadas.  
 
El vector viral deficiente en replicación o el virus competente en replicación, tal como se establece anteriormente, 
puede tener adiciones de promotores para impulsar la replicación o la expresión del transgén, y aislantes o similares 
para proteger el promotor o transgén de acciones de inhibición, para potenciar la traducción del transgén, o para 10 
aumentar o potenciar la especificidad de la función oncolítica de un virus oncolítico. Por ejemplo, los vectores virales 
pueden contener promotores derivados de, pero no limitados a, citomegalovirus (CMV), virus del sarcoma de Rous 
(VSR), virus de células madre murinas (VCMM) y/o promotor del factor-1a de elongación humano (EF-1a).  
 
El vector viral deficiente en replicación o los virus competentes en replicación tal como se describió anteriormente, 15 
pueden ser, pero no se limitan a, un miembro de las familias virales Adenoviridae, Papovaviridae, Parvoviridae, 
Herpesviridae, Poxviridae, Hepadnaviridae, Anelloviridae, Retroviridae, Reoviridae, Picornaviridae, Caliciviridae, 
Togaviridae, Arenaviridae, Flaviviridae, Orthomycoviridae, Paramyxoviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae, 
Filoviridae, Coronaviridae, Astroviridae, Bornaviridae, Arteriviridae, Hepeviridae.  
 20 
El vector viral deficiente en replicación o los virus competentes en replicación tal como se describió anteriormente, 
pueden ser, pero no se limitan a, un miembro de los virus de ADN tales como Adenoviridae, Papovaviridae, 
Parvoviridae, Herpesviridae, Poxviridae, Hepadnaviridae, Anelloviridae.  
 
El vector viral deficiente en replicación o los virus competentes en replicación tal como se describió anteriormente 25 
pueden ser, pero no se limitan a, un miembro de los virus de ARN tales como Retroviridae, Reoviridae, 
Picornaviridae, Caliciviridae, Togaviridae, Arenaviridae, Flaviviridae, Orthomycoviridae, Paramyxoviridae, 
Bunyaviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae, Coronaviridae, Astroviridae, Bornaviridae, Arteriviridae, Hepeviridae.  
 
El vector viral deficiente en replicación o los virus competentes en replicación tal como se describió anteriormente 30 
pueden ser un miembro de Adenoviridae, Parvoviridae, Poxviridae, Retroviridae, Togaviridae.  
 
Tal como se ejemplifica en los ejemplos en el presente documento, un vector viral deficiente en replicación o los 
virus competentes en replicación tal como se describe en el presente documento es un miembro de la familia 
Adenoviridae.  35 
 
El vector viral deficiente en replicación o los virus competentes en replicación tal como se describe en el presente 
documento pueden ser un virus quimérico. Virus quimérico significa un virus tal como se describió anteriormente 
compuesto por a) dos o más partes virales diferentes dentro de una familia viral descrita en el presente documento, 
b) dos o más partes virales diferentes de diferentes virus, o c) una mezcla de “a” y “b” o d) un vector viral que puede 40 
tener genes de otras especies. Por ejemplo, un promotor derivado de virus CMV puede insertarse en un vector viral 
de otra familia de virus, o un vector viral puede mostrar promotores o genes humanos.  
 
El vector viral deficiente en replicación o los virus competentes en replicación tal como se describe en el presente 
documento puede ser un virus quimérico tal como se describió anteriormente, especialmente un virus quimérico que 45 
consiste en el esqueleto del serotipo 5 de adenovirus en el que el eje y la perilla de la fibra se derivan de adenovirus 
de serotipo 35.  
 
Por tanto, un vehículo según la invención puede ser un virus, que es un virus de serotipo 5/35 adenoviral. El virus de 
5/35 adenoviral puede tener una región/sitios de unión de de promotor E2F en el sentido de 5 del gen E1A, puede 50 

contener un sitio Sp-1 en el sentido de 5’ del gen E1A, una deleción E1A ∆24, E3 ∆6.7K/gp19K, y el casete 
transgénico que incluye el pCMV y el/los transgén/transgenes se inserta(n) después de la región génica L5.  
 
Transposones  
 55 
El vehículo genético también puede ser un transposón. Transposón significa un vector derivado de un elemento 
transponible (TE, transposón o retrotransposón). Por ejemplo, pero no limitado a, el sistema de transposón Sleeping 
Beauty o el sistema de transposón PiggyBac.  
 
Células, células artificiales o vehículos artificiales  60 
 
La secuencia de nucleótidos que incluye TMZ-CD154 tal como se define en el presente documento puede insertarse 
y mostrarse en células, células artificiales o vehículos artificiales. Estas células/vehículos pueden usarse como 
vehículos de administración simples de la secuencia de nucleótidos o de la proteína traducida, por ejemplo TMZ-
CD154, a un sitio de enfermedad tal como un tumor. Si las células se afectan directamente por las secuencias de 65 
nucleótidos/proteína traducida, por ejemplo TMZ-CD154, el vehículo celular puede usarse tanto como administración 
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de la secuencia de nucleótidos/proteína traducida, por ejemplo TMZ-CD154, y como una terapia celular debido a las 
propiedades novedosas que muestra la célula debido a la secuencia de nucleótidos/proteína traducida, por ejemplo 
TMZ-CD154.  
 
Las células diseñadas por ingeniería genética de TMZ-CD154 pueden ser, pero no se limitan a ser, células 5 
tumorales (por ejemplo, vacunas de células tumorales), células del sistema inmunitario tales como células T, células 
dendríticas, monocitos y macrófagos, y otros tipos de células tales como fibroblastos, células del estroma 
mesenquimatoso, células endoteliales, células epiteliales.  
 
Las células diseñadas por ingeniería genética de TMZ-CD154 pueden ser células tumorales que son autólogas o 10 
alogénicas al paciente. Tales células diseñadas por ingeniería genética pueden usarse como vacuna celular en 
pacientes con cáncer.  
 
Las células diseñadas por ingeniería genética de TMZ-CD154 son células autólogas o alogénicas originarias del 
sistema inmunitario tal como se describe en el presente documento que van a usarse para tratar pacientes. Por 15 
ejemplo, las células pueden ser de origen linfoide tales como linfocitos citolíticos naturales o células T que 
seleccionan como diana antígenos generadas por o bien seleccionando y expandiendo células T que reconocen 
antígenos que se producen de manera natural o bien células T diseñadas por ingeniería genética (por ejemplo, 
células T que expresan receptores de antígenos quiméricos, receptores de células T que seleccionan como diana 
antígenos o equivalentes).  20 
 
“Antígeno” significa una diana que va a reconocerse por las células T a través del receptor de células T, el receptor 
de antígenos quiméricos o equivalentes, tales como, pero no limitados a, un antígeno específico de tumor o 
asociado para tratar cáncer o un antígeno microbiano para tratar enfermedad infecciosa o células cancerosas que 
también presentan antígeno microbiano. Por ejemplo, el virus de Ebstein-Barr (VEB) puede expresarse en cánceres 25 
de origen de células B y por tanto, pueden usarse antígenos de VEB como una diana de células cancerosas. De la 
misma manera, el virus del papiloma y CMV se han asociado con el cáncer.  
 
Las células diseñadas por ingeniería genética de la secuencia de nucleótidos, por ejemplo TMZ-CD154, también 
pueden ser de origen mieloide, tales como, pero no limitadas a, monocitos, células dendríticas y macrófagos. Estas 30 
células pueden seleccionarse de células que se producen de manera natural, células generadas a partir de 
progenitores ex vivo y/o células génicas diseñadas por ingeniería genética para lograr propiedades potenciadas o 
novedosas. Por ejemplo, las células pueden cultivarse con citocinas u otros estimuladores tales como otras células, 
antígenos, proteínas, anticuerpos, péptidos, nucleótidos, ARN, ADN, etc., o diseñarse por ingeniería genética con 
vehículos génicos para lograr propiedades novedosas.  35 
 
Las células diseñadas por ingeniería genética de la secuencia de nucleótidos, por ejemplo TMZ-CD154, también 
pueden ser células autólogas o alogénicas distintas a células tumorales y células inmunitarias tales como, pero no 
limitadas a, células madre, fibroblastos, células del estroma mesenquimatoso, células endoteliales y células 
epiteliales. Las células pueden ser células que se producen de manera natural o generadas cultivando los 40 
progenitores. Las células pueden haberse cultivado ex vivo y/o estimulado con citocinas u otros estimuladores tales 
como otras células, antígenos, proteínas, anticuerpos, péptidos, nucleótidos, ARN, ADN, etc., o diseñado por 
ingeniería genética con vehículos génicos para lograr propiedades novedosas.  
 
La secuencia de nucleótidos según la invención, por ejemplo TMZ-CD154, puede mostrarse o administrarse 45 
mediante células artificiales. Células artificiales significa una entidad que puede tener algunas características 
biológicas importantes de una determinada función celular. Puede ser una vesícula encerrada en una membrana 
lipídica, una membrana plasmática o una membrana artificial que 1) contiene TMZ-CD154 tal como se describe en el 
presente documento que va a transportarse y liberarse en un sitio de enfermedad tal como un tumor, 2) porta la 
secuencia de nucleótidos de la invención, por ejemplo TMZ-CD154, en la membrana para activar células CD40 50 
positivas en un sitio de enfermedad o in vitro.  
 
La secuencia de nucleótidos según la invención, por ejemplo TMZ-CD154, también puede mostrarse o administrarse 
mediante vehículos naturales o artificiales. Vehículos naturales o artificiales significa diferentes composiciones de 
liposomas, perlas, nanopartículas o vesículas, por ejemplo cargadas con TMZ-CD154 en la superficie o en un núcleo 55 
interno para la rápida o lenta liberación de por ejemplo TMZ-CD154. Las vesículas pueden ser, por ejemplo, 
exosomas purificados de la secuencia de nucleótidos, por ejemplo TMZ-CD154, que expresan células.  
 
Uso de vehículos genéticos que comprenden una secuencia de nucleótidos según la invención, por ejemplo TMZ-
CD154  60 
 
Pueden usarse vehículos genéticos, células, células artificiales, vehículos naturales o artificiales diseñados por 
ingeniería genética con una secuencia de nucleótidos según la invención, por ejemplo TMZ-CD154, tal como se 
define en el presente documento, para la estimulación in vitro de células que se usan luego como terapia celular o 
como estimuladores para células que se usarán después para terapia celular. Por ejemplo, pueden usarse células 65 
dendríticas diseñadas por ingeniería genética de TMZ-CD154 pulsadas con péptidos tumorales o virales como una 
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terapia celular para cáncer o enfermedad infecciosa.  
 
Pueden usarse vehículos genéticos, células, células artificiales, vehículos artificiales diseñados por ingeniería 
genética con una secuencia de nucleótidos, por ejemplo TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, 
para la estimulación in vitro de células que se usan luego para terapia celular. Por ejemplo, pueden usarse células 5 
dendríticas diseñadas por ingeniería genética de TMZ-CD154 para la estimulación in vitro y la expansión de células 
T que seleccionan como diana un tumor, o virus, antes de la terapia de células T de cáncer o enfermedad infecciosa.  
 
Además, se usan vehículos genéticos, células, células artificiales, vehículos artificiales diseñados por ingeniería 
genética con una secuencia de nucleótidos, por ejemplo TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, 10 
para la estimulación in vitro de células que se usan para análisis in vitro de pacientes de individuos sanos. Por 
ejemplo, pueden usarse células dendríticas diseñadas por ingeniería genética de TMZ-CD154 para la expansión in 
vitro de células T específicas de tumor o virus para evaluar la presencia y función de tales poblaciones celulares en 
sangre o biopsias.  
 15 
TMZ-CD154 y las otras secuencias tal como se define en el presente documento pueden usarse como agente 
terapéutico en forma de ADN, ADNc, ARN, ARNm, oligonucleótido o proteína. A continuación, los usos se 
ejemplifican con TMZ-CD154 como ejemplo, pero los otros nucleótidos y proteínas según la presente invención 
también pueden emplearse para los usos descritos.  
 20 
TMZ-CD154 para su uso en medicina  
 
TMZ-CD154 puede usarse en medicina. Especialmente, TMZ-CD154 puede usarse en el tratamiento de cánceres.  
 
TMZ-CD154 tal como se define en el presente documento puede usarse para tratar cáncer tal como aquellos 25 
originarios de células epiteliales (carcinoma), tejido conjuntivo (sarcoma), células reproductoras (seminoma y 
disgerminoma), células precursoras o embrionarias (blastoma) o células hematopoyéticas (linfoma y leucemia).  
 
TMZ-CD154 tal como se define en el presente documento también puede usarse para tratar  
 30 
i) cánceres no hematopoyéticos tales como aquellos originarios de células epiteliales (carcinoma), tejido conjuntivo 
(sarcoma), células reproductoras (seminoma y disgerminoma), células precursoras o embrionarias (blastoma),  
 
ii) cánceres originarios de células epiteliales (carcinoma) tales como adenocarcinoma, carcinoma de células 
escamosas, carcinoma adenoescamoso, carcinoma anaplásico, carcinoma de células grandes o carcinoma de 35 
células pequeñas,  
 
iii) carcinoma derivado de células en el páncreas tal como, pero no limitado a, adenocarcinoma ductal,  
 
iv) carcinoma derivado de los ovarios tal como carcinoma ovárico,  40 
 
v) carcinoma derivado de la vejiga urinaria,  
 
vi) carcinoma derivado del pulmón,  
 45 
vii) carcinoma derivado del hígado,  
 
viii) carcinoma derivado del riñón tal como carcinoma de células renales,  
 
ix) carcinoma derivado del colon,  50 
 
x) carcinoma derivado de la mama,  
 
xi) carcinoma derivado de la piel,  
 55 
xii) tumores neuroendocrinos, independientemente de su localización,  
 
xiii) cáncer derivado de la próstata,  
 
xiv) cáncer derivado del cerebro tal como glioblastoma,  60 
 
xv) cánceres originarios de células de origen mesenquimatoso tales como aquellos de hueso, cartílago, grasa, 
músculo y tejidos vasculares o hematopoyéticos (sarcoma),  
 
xvi) sarcoma derivado de hueso tal como osteosarcoma o cartílago tal como condrosarcoma,  65 
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xvii) sarcoma derivado de grasa tal como liposarcoma o músculo liso tal como leiomiosarcoma,  
 
xviii) sarcoma de tejidos blandos que incluye sarcoma alveolar de partes blandas, angiosarcoma, cistosarcoma 
filodes, dermatofibrosarcoma protuberante, tumor desmoide, tumor desmoplásico de células pequeñas y redondas, 
tumor desmoplásico de células pequeñas y redondas, sarcoma epiteloide, condrosarcoma extraesquelético, 5 
osteosarcoma extraesquelético, fibrosarcoma, hemangiopericitoma, hemangiosarcoma, sarcoma de Kaposi, 
leiomiosarcoma, linfosarcoma, sarcoma polimorfo indiferenciado, tumor maligno de la vaina de los nervios 
periféricos, neurofibrosarcoma, rabdomiosarcoma y sarcoma sinovial,  
 
xix) sarcoma de Ewing,  10 
 
xx) cánceres hematopoyéticos tales como aquellos originarios de células hematopoyéticas (linfoma y leucemia),  
 
xxi) cánceres hematopoyéticos tales como aquellos originarios de células hematopoyéticas del linaje linfoide tales 
como, pero no limitados a, linfoma de Hodgkin o no Hodgkin, o linfoma de células T,  15 
 
xxii) cánceres hematopoyéticos tales como aquellos originarios de células hematopoyéticas del linaje linfoide tales 
como, pero no limitados a, linfoma no Hodgkin,  
 
xxiii) cánceres hematopoyéticos tales como aquellos originarios de células hematopoyéticas del linaje linfoide tales 20 
como, pero no limitados a, leucemia de células B tal como leucemia mieloide crónica y leucemia linfoblástica aguda 
de precursores de células B,  
 
xxiv) cánceres hematopoyéticos tales como aquellos originarios de células hematopoyéticas del linaje mieloide tales 
como, pero no limitados a, leucemia mieloide aguda o leucemia mieloide crónica,  25 
 
xxv) cáncer con localización primaria desconocida,  
 
xxvi) cáncer primario local,  
 30 
xxvii) cáncer localmente avanzado,  
 
xxviii) metástasis individuales,  
 
xxix) propagación de enfermedad cancerosa diseminada,  35 
 
xxx) enfermedad infecciosa,  
 
xxxi) infecciones virales tales como, pero no limitadas a, infección de citomegalovirus (CMV), infección del virus de 
Epstein-Barr (VEB) o infección adenoviral,  40 
 
xxxii) infecciones virales tales como, pero no limitadas a, infección del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),  
 
xxxiii) infecciones virales tales como, pero no limitadas a, virus de la gripe o virus de SR,  
 45 
xxxiv) trastornos linfoproliferativos tales como, pero no limitados a, macroglobulinemia de Waldenström, 
 
xxxv) disfunciones inmunitarias tales como síndrome de hiper IgM,  
 
xxxvi) disfunciones inmunitarias en las que reacciones inmunitarias en curso necesitan inclinarse a la inmunidad de 50 
tipo Th1,  
 
xxxvii) las enfermedades, tal como se define en el presente documento, en medicina humana,  
 
xxxviii) las enfermedades, tal como se define en el presente documento, en pacientes adultos humanos,  55 
 
xxxix) las enfermedades, tal como se define en el presente documento, en pacientes pediátricos humanos,  
 
xxxx) tratar las enfermedades, tal como se define en el presente documento, en medicina veterinaria,  
 60 
xxxxi) las enfermedades, tal como se define en el presente documento, en perros,  
 
xxxxii) las enfermedades, tal como se define en el presente documento, en gatos.  
 
xxxxiii) las enfermedades, tal como se define en el presente documento, en caballos.  65 
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Uso de TMZ-CD154 en combinación con inmunomoduladores  
 
TMZ-CD154 tal como se define en el presente documento puede combinarse con una o más de otras moléculas 
activas. Las moléculas pueden usarse sin o con los mismos o diferentes sistemas de vectores.  
 5 
Las moléculas activas adecuadas se mencionan a continuación.  
 
Las moléculas activas pueden ser otros genes inmunomoduladores en forma de ADN, ADNc, ARN, ARNm, 
nucleótidos o proteína. El otro agente activo pueden ser uno o más inmunomoduladores naturales tales como, por 
ejemplo, inmunomoduladores naturales pertenecientes a la superfamilia del factor de necrosis tumoral 10 
(TNF)/receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR).  
 
TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, también puede usarse combinado con ligando de 4-1BB 
de tipo natural, y/o combinado con citocina o receptores de citocina de tipo natural.  
 15 
Adicional o alternativamente, TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, puede combinarse con una 
o más interleucinas. Las interleucinas pueden ser interleucina-2, 7, 15 y/o 21. Por tanto, el agente activo que va a 
combinarse con TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, puede ser interleucina-2, interleucina-7, 
interleucina-15 o interleucina-21.  
 20 
TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, también puede combinarse con uno o más factores de 
crecimiento de tipo natural o uno o más receptores del factor de crecimiento. Tales receptores pueden ser receptor 
de tipo natural del factor de crecimiento transformador beta (TGFb), señuelo del receptor del TGFb o receptor 
dominante negativo del TGFb.  
 25 
TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, también puede combinarse con moléculas tal como se 
definió anteriormente, pero que se modifican del formato de tipo natural. Por ejemplo, los nucleótidos o aminoácidos 
pueden haberse alterado pero aún muestran la misma o mejorada función inmunoestimuladora, o la molécula puede 
haberse alterado y/o fusionado con otros dominios creando proteínas quiméricas. Por ejemplo, el dominio 
extracelular y el dominio transmembrana del ligando de 4-1BB pueden fusionarse con un dominio de TMZ para crear 30 
un ligando de 4-1BB trimerizado unido a membrana.  
 
TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, puede combinarse con un dominio extracelular del 
ligando de 4-1BB y un dominio transmembrana puede fusionarse con un dominio de TMZ para crear un ligando de 4-
1BB trimerizado unido a membrana.  35 
 
TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, también puede combinarse con moléculas señuelo para 
inhibir, alterar o activar rutas de señalización. La molécula señuelo puede ser un anticuerpo, un fragmento de 
cadena sencilla derivado de un anticuerpo, un receptor, un ligando o parte del mismo.  
 40 
La molécula señuelo tal como se definió anteriormente puede ser una molécula señuelo, que inhibirá o alterará el 
ligamiento receptor de interleucina-6 (IL6)/IL6.  
 
Por tanto, la molécula señuelo puede ser un scFv que selecciona como diana el receptor de IL6, o un scFv que 
selecciona como diana la molécula IL6.  45 
 
Alternativa o adicionalmente, la molécula señuelo definida anteriormente puede ser una molécula señuelo, que 
inhibirá la ruta STAT3, gremlina-1, el ligamiento de IL10/receptor de IL10 o arginasa-I.  
 
TMZ-CD154, tal como se define en el presente documento, puede combinarse con cualquiera de los moduladores 50 
definidos anteriormente en el mismo sistema vehicular (vehículos genéticos, celulares o artificiales) tal como se 
define en el presente documento. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos TMZ-CD154 puede estar en posición 
trans con la secuencia de nucleótidos del ligando de 4-1BB en un vector genético.  
 
La combinación de TMZ-CD154 y otro modulador puede situarse en posición trans en un sistema vectorial y 55 
separarse por una secuencia IRES o similar para permitir la expresión de ambos genes, o la combinación de TMZ-
CD154 y otro modulador puede situarse en posición trans en un sistema vectorial separado por una secuencia para 
un péptido 2A o similar que permite traducir un transcrito de gen único para los dos moduladores que separan dos 
entidades postraduccionales.  
 60 
Combinación de TMZ-CD154 con uno o más inmunomoduladores para su uso en medicina  
 
Los nucleótidos o las proteínas según la invención, en particular TMZ-CD154 tal como se define en el presente 
documento, pueden combinarse con cualquiera de los moduladores tal como se define en el presente documento en 
los diferentes sistemas vehiculares (vehículos genéticos, celulares o artificiales) tal como se define en el presente 65 
documento, pero usarse juntos para tratar enfermedades. Por ejemplo, dos vehículos que portan TMZ-CD154 y 
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ligando de 4-1BB, respectivamente, pueden usarse simultáneamente o a diferentes puntos de tiempo durante el 
tratamiento de, pero no limitado a, cáncer o enfermedad infecciosa.  
 
Los vehículos pueden ser un vector adenoviral dotado de TMZ-CD154 y el otro vehículo puede ser un vector 
adenoviral dotado de ligando de 4-1BB.  5 
 
Uno de los vehículos también puede ser un vector adenoviral dotado de TMZ-CD154 y el otro vehículo puede ser un 
vector adenoviral dotado de un scFV anti-receptor de IL6.  
 
Alternativamente, uno de los vehículos puede ser un vector adenoviral dotado de TMZ-CD154 y el otro vehículo 10 
puede ser otro sistema vectorial dotado de ligando de 4-1BB, o  
 
uno de los vehículos puede ser un vector adenoviral dotado de TMZ-CD154 y el otro vehículo puede ser otro sistema 
vectorial dotado de un scFV anti-receptor de IL6.  
 15 
El vehículo también puede ser un vector adenoviral dotado de TMZ-CD154 combinado con ligando de la proteína 4-
1BB, o 
 
el vehículo puede ser un vector adenoviral dotado de TMZ-CD154 combinado con un anticuerpo o scFv que bloquea 
el receptor de IL6, o  20 
 
el vehículo puede ser un vector adenoviral dotado de TMZ-CD154 combinado con un anticuerpo o scFv que bloquea 
IL6.  
 
TMZ-CD154 para su uso en combinación con tratamientos aprobados 25 
 
Los nucleótidos y las proteínas según la invención, por ejemplo TMZ-CD154, tal como se define en el presente 
documento, también pueden combinarse con tratamientos aprobados para enfermedades tales como diferentes 
fármacos, radioterapia o cirugía.  
 30 
Por tanto, los nucleótidos y proteínas según la invención, por ejemplo TMZ-CD154, tal como se define en el presente 
documento, pueden combinarse con, por ejemplo,  
 
i) terapias inmunomoduladoras aprobadas,  
 35 
ii) agentes terapéuticos basados en anticuerpo-cuerpo aprobados tales como, pero no limitados a, trastuzumab (anti-
Her2), rituximab (anti-CD20), tocilizumab (anti-IL6R), ipilimumab (anti-CTLA-4), nivolumab (anti-PD1) y 
pembrolizumab (anti-PD1).  
 
iii) terapias de células inmunitarias aprobadas tales como, pero no limitadas a, terapia de células T (que selecciona 40 
como diana de manera natural tal como linfocitos infiltrantes de tumores expandidos, o diseñada genéticamente por 
ingeniería genética tal como células T con CAR o células T TcR diseñadas por ingeniería genética), terapias de 
linfocitos citolíticos naturales o vacunas de células dendríticas,  
 
iv) terapia de células T aprobada (células T que seleccionan como diana tumores de manera natural tales como 45 
linfocitos infiltrantes de tumores expandidos, o diseñadas genéticamente por ingeniería genética tales como células 
T con CAR o células T TcR diseñadas por ingeniería genética),  
 
v) terapia de linfocitos citolíticos naturales aprobada,  
 50 
vi) vacuna de células dendríticas aprobada,  
 
vii) vacunas aprobadas tales como, pero no limitadas a, vacunas de células tumorales, péptidos de antígenos 
tumorales o virales u otros antígenos virales o bacterianos,  
 55 
viii) vacunas de células tumorales aprobadas,  
 
ix) péptidos de antígenos tumorales o virales aprobados,  
 
x) antígenos virales o bacterianos aprobados tales como, pero no limitados a, péptido o proteína de longitud 60 
completa pp65 de CMV, bacilo de Calmette-Guérin (BCG) o nucleótidos CpG no metilados,  
 
xi) moduladores inmunitarios aprobados que incluyen, pero no limitados a, imiquimod, interferones (tales como IFN 
gamma, IFN alfa), interleucinas/citocinas (tales como IL2) y factores de crecimiento (tales como GM-CSF),  
 65 
xii) tratamientos de cáncer aprobados que incluyen agentes alquilantes, antimetabolitos, agentes antimicrotubulares, 
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inhibidores de topoisomerasa y antibióticos citotóxicos,  
 
xiii) quimioterapia para cáncer aprobada tal como, pero no limitada a, agentes alquilantes incluyendo mecloretamina, 
bendamustina, ciclofosfamida, melfalán, clorambucilo, ifosfamida, busulfán, N-nitroso-N-metilurea, carmustina, 
lomustina, semustina, fotemustina, estreptozotocina, dacarbaxina, mitozolomida, temoxolomida, tiotepa, mitomicina, 5 
diaziquona, cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, procarbaxina y hexametilmelamina,  
 
xiv) ciclofosfamida,  
 
xv) bendamustina,  10 
 
xvi) temoxolomida.  
 
xvii) cisplatino, carboplatino u oxaliplatino,  
 15 
xviii) quimioterapia para cáncer aprobada tal como, pero no limitada a, antimetabolitos tales como antifolatos, 
fluoropirimidinas, análogos de desoxirribonucleósidos y tiopurinas,  
 
xix) un antifolato tal como metotrexato o pemetrexed,  
 20 
xx) una fluoropirimidina tal como fluorouracilo o capecitabina,  
 
xxi) un análogo de desoxirribonucleósido tal como citarabina, gemcitabina, decitabina, vidaza, fludarabina, 
nelarabina, cladribina, clofarabina o pentostatina,  
 25 
xxii) una gemcitabina,  
 
xxiii) una tiopurina tal como tioguanina o mercaptopurina,  
 
xxiv) quimioterapia para cáncer aprobada tal como, pero no limitada a, agentes antimicrotubulares tales como 30 
alcaloides de la vinca, taxanos u otros fármacos que bloquean la formación de microtúbulos o que estabilizan 
microtúbulos,  
 
xxv) vincristina, vinblastina, vinorelbina, vindesina o vinflunina,  
 35 
xxvi) paclitaxel o docetaxel,  
 
xxv) etopósido, tenipósido u otros agentes que bloquean la formación de microtúbulos o que estabilizan 
microtúbulos,  
 40 
xxvi) quimioterapia para cáncer aprobada tal como, pero no limitada a, inhibidores de topoisomerasa,  
 
xxvii) irinotecán, topotecán o camptotecina,  
 
xxviii) quimioterapia para cáncer aprobada tal como, pero no limitada a, antibióticos citotóxicos,  45 
 
xxix) doxorrubicina, daunorrubicina, pirarrubicina, aclarrubicina, mitoxantrona,  
 
xxx) tratamientos de cáncer aprobados que incluyen radioterapia tal como radioterapia de haz externo, braquiterapia 
y terapia radioisotópica,  50 
 
xxxi) radioterapia de haz externo tal como radioterapia de haz externo convencional, radiación estereotáctica, 
simulación virtual, radioterapia conformada tridimensional/radioterapia de intensidad modulada, terapia de partículas 
y terapia Auger,  
 55 
xxxii) braquiterapia,  
 
xxxiii) terapia radioisotópica,  
 
xxxiv) tratamientos de cáncer aprobados que incluyen inhibidores de la angiogénesis,  60 
 
xxxv) bevacizumab o afibercept,  
 
xxxvi) tratamientos de cáncer aprobados que incluyen inhibidores de la ruta,  
 65 
xxxvii) inhibidores de EGFR, RET, BRAF mutado, tirosina cinasas, mTOR, Hedgehog, Smo, PI3K, MEK, AKT, RAF, 
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Rac1, PARP, PIM, cMET, STAT3, JAK2, p38MAPK, NOTCH, BCL-2, IAP, p53, GSK2, Chk1, CDK4/6, PDGFR, IGF-
1R, DKK1, CF-1R o TWEAK:Fn14,  
 
xxxviii) inhibidores de BRAF mutado que incluyen V600E tal como vemurafenib,  
 5 
xxxix) inhibidores de tirosina cinasas tales como, pero no limitados a, imatinib, dasatinib, nilotinib y sunitinib,  
 
xxxx) inhibidores de STAT3,  
 
xxxxi) inhibidores de Rac-1,  10 
 
xxxxii) inhibidores de BCL-2,  
 
xxxxiii) inhibidores de inhibidores de la apoptosis tales como, pero no limitados a, ABT-737 o navitoclax,  
 15 
xxxxv) tratamientos antivirales aprobados,  
 
xxxxvi) tratamientos antivirales aprobados que incluyen, pero no limitados a, abacavir, aciclovir, adefovir, atazanavir, 
boceprevirertet, cidofovir, darunavir, delavirdina, efavirenz, entecavir, foscarnet, ganciclovir, lamivudina, oseltamivir, 
valaciclovir, valganciclovir,  20 
 
xxxxvii) aciclovir, foscarnet, ganciclovir o valganciclovir,  
 
xxxxviii) foscarnet, ganciclovir y valganciclovir.  
 25 
Vías de administración  
 
En principio, puede usarse cualquier vía de administración siempre que se obtenga el efecto esperado. En general, 
se prevé la administración parenteral.  
 30 
Por tanto, la secuencia de nucleótidos según la invención puede administrarse por la vía de administración 
parenteral tal como por inyección intravenosa, por inyección percutánea, por inyección directamente a un órgano o 
tejido enfermo o por inyección intratumoral. En el último caso, la administración puede tener lugar por inyección 
guiada por imagen a un tumor.  
 35 
Composiciones farmacéuticas  
 
La presente invención también se refiere a composiciones farmacéuticas para su uso en el tratamiento de 
enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario tales como cáncer y enfermedades infecciosas. Los ejemplos 
de tales enfermedades se proporcionan en el presente documento. Una composición farmacéutica de la invención 40 
comprende TMZ-CD154 tal como se define en el presente documento en un vehículo genético tal como se define en 
el presente documento.  
 
Las composiciones pueden diseñarse para administración oral, parenteral o mucosa. Por tanto, la administración 
puede ser oral, sublingual, de aplicación a la mucosa oral, o puede ser intravenosa, subcutánea, intramuscular, 45 
intraperitoneal, intratecal, intratumoral, etc., o puede aplicarse a la piel o a la superficie mucosa incluyendo mucosa 
ocular, bucal, nasal, vaginal y rectal. Sin embargo, se contempla que la vía de administración parenteral es la más 
eficaz, en particular la inyección directamente al área enferma tal como inyección directamente a un tumor o una 
metástasis.  
 50 
La composición puede estar en forma sólida, semisólida o líquida.  
 
Las composiciones sólidas adecuadas incluyen polvos, gránulos, grageas, cápsulas, comprimidos (incluidos los 
comprimidos recubiertos), sobres, implantes, dispositivos de administración de fármacos, películas, etc.  
 55 
Las composiciones semisólidas adecuadas incluyen geles, pastas, cremas, pomadas, óvulos vaginales, supositorios, 
etc.  
 
Las composiciones líquidas o fluidas adecuadas incluyen disoluciones, dispersiones, emulsiones, suspensiones, 
lociones, pulverizadores, aerosoles.  60 
 
Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyección incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles. 
También puede estar en forma de líquido, que solidifica una vez que se inyecta de manera local, por ejemplo, a un 
tumor. También puede estar en forma de un implante, inserto o dispositivo de administración.  
 65 
Para uso parenteral, la composición puede estar, por ejemplo, en forma líquida conteniendo TMZ-CD154 en un 
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vehículo genético en un medio de disolvente o de dispersión tal como agua, etanol, propilenglicol, isopropanol, 
glicerol, aceite vegetal como, por ejemplo, aceite de sésamo, aceite de cacahuete o similares. Pueden añadirse 
aditivos como, por ejemplo, agentes de tamponamiento, agentes de ajuste del pH, agentes solubilizantes, agentes 
estabilizantes, conservantes, etc. Además, puede contener excipientes, que son farmacéuticamente aceptables para 
una composición que va a inyectarse. Estos pueden ser en particular soluciones salinas estériles isotónicas (fosfato, 5 
cloruro de sodio) o secas, especialmente composiciones liofilizadas, que tras la adición, dependiendo del caso, de 
agua esterilizada o solución salina fisiológica u otro medio de disolvente o de dispersión, se reconstituyen dando una 
composición lista para usar.  
 
De manera ventajosa, tales aditivos pueden disolverse en el disolvente. Para potenciar la estabilidad, la composición 10 
puede congelarse después de introducirla en el vial y eliminar el agua a vacío. El polvo liofilizado seco se sella luego 
en el vial y puede suministrarse un vial concomitante de agua para inyección para reconstituir el líquido antes de su 
uso.  
 
La composición también puede presentarse como una composición congelada, que se descongela antes de la 15 
terapia. Podría ser, por ejemplo, una composición que contiene un vector viral. Una composición de este tipo puede 
usarse como tal o pueden añadirse aditivos tales como medio acuoso que comprende, por ejemplo, sustancias de 
tamponamiento, agentes de regulación del pH, agentes de ajuste de la tonicidad, etc.  
 
Las composiciones pueden presentarse de manera conveniente en forma de dosificación unitaria y pueden 20 
prepararse mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Tales métodos incluyen la 
etapa de poner en contacto la molécula activa (TMZ-CD154 portada por un vehículo) con el portador que constituye 
uno o más ingredientes accesorios. En general, las composiciones se preparan poniendo en contacto de manera 
uniforme e íntima el principio activo con portadores líquidos o portadores sólidos finamente divididos o ambos, y 
luego, si fuera necesario, dando forma al producto.  25 
 
Tal como se mencionó anteriormente, la secuencia de nucleótidos o proteína según la invención, por ejemplo TMZ-
CD154, contenida en un vehículo genético puede administrarse por vía oral en forma de una composición 
farmacéutica. Dependiendo del trastorno y del paciente que va a tratarse, así como la vía de administración, las 
composiciones pueden administrarse en dosis variables.  30 
 
Por ejemplo, los compuestos de la invención pueden administrarse por vía oral, bucal o sublingual en forma de 
comprimidos, cápsulas, óvulos, elixires, disoluciones o suspensiones, que pueden contener agentes aromatizantes o 
colorantes, para aplicaciones de liberación inmediata, retardada o controlada.  
 35 
Tales comprimidos pueden contener excipientes tales como celulosa microcristalina, lactosa, citrato de sodio, 
carbonato de calcio, fosfato de calcio dibásico y glicina, disgregantes tales como almidón (preferiblemente almidón 
de maíz, patata o tapioca), glicolato sódico de almidón, croscarmelosa de sodio y determinados silicatos complejos, 
y aglutinantes de granulación tales como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa 
(HPC), sacarosa, gelatina y goma arábiga. De manera adicional, pueden incluirse agentes lubricantes tales como 40 
estearato de magnesio, ácido esteárico, behenato de glicerilo y talco.  
 
Las composiciones sólidas de un tipo similar también pueden emplearse como cargas en cápsulas de gelatina. Los 
excipientes preferidos en este aspecto incluyen lactosa, almidón, una celulosa, azúcar de leche o polietilenglicoles 
de alto peso molecular. Para suspensiones acuosas y/o elixires, los compuestos de la invención pueden combinarse 45 
con diversos agentes edulcorantes o aromatizantes, materias colorantes o tintes, con agentes emulsionantes y/o de 
suspensión y con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol y glicerina, y combinaciones de los mismos.  
 
Un comprimido puede fabricarse mediante compresión o moldeo, opcionalmente con uno o más ingredientes 
accesorios. Los comprimidos pueden prepararse comprimiendo en una máquina adecuada el principio activo en una 50 
forma suelta tal como un polvo o gránulos, opcionalmente mezclado con un aglutinante (por ejemplo, povidona, 
gelatina, hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, disgregante (por ejemplo, glicolato 
sódico de almidón, povidona reticulada, carboximetilcelulosa de sodio reticulada), tensioactivos o agentes 
dispersantes. Los comprimidos moldeados pueden fabricarse moldeando en una máquina adecuada una mezcla del 
compuesto en polvo humedecido con un diluyente líquido inerte. Los comprimidos pueden recubrirse o ranurarse 55 
opcionalmente y pueden formularse de manera que se proporcione una liberación lenta o controlada del principio 
activo que se está usando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el 
perfil de liberación deseado.  
 
Las composiciones para su uso según la presente invención adecuadas para administración oral pueden 60 
presentarse como unidades discretas tales como cápsulas, obleas o comprimidos, conteniendo cada una una 
cantidad predeterminada del principio activo; como un polvo o gránulos; como una disolución o una suspensión en 
un líquido acuoso o un líquido no acuoso; o como una emulsión líquida de aceite en agua o una emulsión líquida de 
agua en aceite. El principio activo puede estar presente también como bolo, electuario o pasta.  
 65 
Debe entenderse que además de los ingredientes particularmente mencionados anteriormente, las formulaciones de 
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esta invención pueden incluir otros agentes convencionales en la técnica que tienen en consideración el tipo de 
formulación en cuestión, por ejemplo aquellos adecuados para administración oral pueden incluir agentes 
aromatizantes.  
 
Tal como se muestra en los ejemplos en el presente documento, puede usarse una secuencia de nucleótidos según 5 
la invención en una composición, que está en forma de una composición acuosa, en la que el medio acuoso es un 
medio fisiológicamente aceptable normalmente usado para inyección. Tal medio acuoso puede ser cloruro de sodio 
al 0,9%, disolución de Ringer o una disolución tampón de Tris/glicerol.  
 
Cuando TMZ-CD154 se administra a través de un virus (tal como se observa a partir de los ejemplos en el presente 10 
documento), el virus que contiene el nucleótido según la invención puede purificarse mediante ultracentrifugación 
(usando, por ejemplo, cloruro de cesio) y el virus concentrado se dializa en una disolución tampón de Tris/glicerol 
(que contiene Tris 20 mM, cloruro de sodio 25 mM, glicerol al 2,5% p/v, pH ajustado a pH 8,0). Por tanto, el 
nucleótido se administra en el tampón y si fuera necesario, el tampón puede diluirse con la misma disolución tampón 
de Tris/glicerol o una disolución adecuada para administración in vivo, por ejemplo una o las otras disoluciones 15 
mencionadas anteriormente.  
 
Un experto en la técnica podrá preparar una composición que sea adecuada para su uso según la presente 
invención basándose en la divulgación en el presente documento y/o con la guía de Remington’s Pharmaceutical 
Sciences, 18ª ed., Mack Publishing Company, 1990 o ediciones más nuevas.  20 
 
Una composición farmacéutica de la invención también puede contener TMZ-CD154 en combinación con uno o más 
de los inmunomoduladores mencionados en el presente documento o en combinación con uno o más de los otros 
agentes terapéuticamente activos mencionados en el presente documento. Tal composición puede contener o bien 
todos los elementos activos en la misma formulación (por ejemplo, en forma de una dosis unitaria, la dosis unitaria 25 
contiene todas las moléculas activas) o bien puede estar en forma de un paquete que contiene un conjunto de 
formulaciones conteniendo cada una una o más de las moléculas activas (por ejemplo, en forma de un paquete que 
contiene dos formulaciones diferentes, una conteniendo TMZ-CD154 en un vehículo y la otra conteniendo la otra 
molécula activa; o en forma de un paquete que contiene por ejemplo dos formulaciones diferentes, una conteniendo 
TMZ-CD154 en un vehículo y un inmunomodulador, y la otra conteniendo otra molécula activa).  30 
 
La dosificación que va a administrarse de una molécula TMZ-CD154 variará según la molécula particular, el vehículo 
que comprende la molécula, la enfermedad implicada, el sujeto, y la naturaleza y gravedad de la enfermedad y el 
estado físico del sujeto, y la vía de administración seleccionada.  
 35 
La dosificación apropiada puede determinarse fácilmente por un experto en la técnica.  
 
Las composiciones pueden contener desde el 0,1% en peso, preferiblemente desde el 5-95%, más preferiblemente 
desde el 10-60% en peso, de un compuesto de la invención, dependiendo del método de administración y la forma 
de TMZ-CD154 (por ejemplo, usada como una proteína o terapia génica). Los vectores adenovirales pueden estar 40 
en concentraciones que oscilan entre 1x10e6 y 1x10e14 partículas virales por ml. Una dosis sugerida por 
tratamiento puede oscilar preferiblemente entre 1x10e9 y 1x10e13 partículas virales por ml si se administra mediante 
inyección intratumoral o infusión intravenosa.  
 
Un experto en la técnica reconocerá que la cantidad óptima y el espaciado de dosificaciones individuales de un 45 
compuesto de la invención se determinará por la naturaleza y el grado de la afección que va a tratarse, la forma, la 
vía y el sitio de administración, y la edad y la afección del sujeto particular que va a tratarse, y que un médico 
determinará finalmente las dosificaciones apropiadas que van a usarse. Esta dosificación puede repetirse de manera 
tan frecuente como sea apropiada. Si se desarrollan efectos secundarios, la cantidad y/o frecuencia de la 
dosificación puede alterarse o reducirse, según la práctica clínica normal.  50 
 
A continuación se ilustra el uso de TMZ-CD40L en medicina, en particular en inmunoterapia contra el cáncer.  
 
Inmunoterapia contra el cáncer  
 55 
Inmunología del tumor e inmunoterapia contra el cáncer  
 
El sistema inmunitario puede reconocer y destruir células tumorales mediante los mismos mecanismos por los que 
reconoce y destruye células infectadas de manera viral para salvar al huésped de infecciones letales. Al igual que 
las células infectadas de manera viral, las células tumorales son células propias, y los epítopos asociados a virus o 60 
tumor están presentes en el complejo mayor de histocompatibilidad I (CMH-I) en las células para los linfocitos T 
citotóxicos CD8+ (CTL). Tanto las células infectadas de manera viral como las células tumorales pueden impedir el 
reconocimiento de CTL mediante regulación por disminución de moléculas de CMH, haciendo que las células sean 
dianas para linfocitos citolíticos naturales (NK). Sin embargo, los virus activan inicialmente una respuesta de defensa 
inmunitaria innata, alertando a las células que presentan antígenos tales como células dendríticas (DC) para activar 65 
la inmunidad antiviral, mientras que las células tumorales no inducen el mismo grado de estimulación. De hecho, 
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durante la progresión del cáncer, el tumor y su estroma producen sustancias que inhiben las células inmunitarias. La 
inmunidad tumoral se contiene bloqueando la maduración de DC y promoviendo la diferenciación y atracción de 
células inmunosupresoras al entorno tumoral. Estas células supresoras son habitualmente macrófagos M2, una 
variedad de células mieloides inmaduras denominadas de manera colectiva células supresoras derivadas de 
mieloides (MDSC) y células T reguladoras (Treg). Tales células producen citocinas y factores de crecimiento 5 

supresores tales como IL10, TGFβ, prostaglandina E2, arginasa I y peroxidasa mieloide. En el entorno tumoral, los 
CTL activados se suprimen rápidamente por estos factores y se vuelven anérgicos, un estado de falta de respuesta 
reversible, o mueren.  
 
La esencia de la inmunoterapia contra el cáncer es romper la tolerancia tumoral (por ejemplo, romper la anergia) y 10 
revertir las respuestas inmunitarias en curso de tipo 2 a tipo 1. El tipo 1 se caracteriza por la activación de linfocitos T 
cooperadores 1 (Th1), CTL, linfocitos citolíticos naturales y macrófagos M1 así como por una agrupación de 

citocinas tales como IFNγ, IL12, IL21 y TNF.  
 
El éxito reciente de anticuerpos de bloqueo del punto de control que seleccionan como diana CTLA4 y PD1/PDL1 15 
para melanoma y otros tumores malignos sólidos así como células T con receptor de antígeno quimérico (CAR) para 
tumores malignos de células B ha fortalecido mucho el campo de inmunoterapia contra el cáncer. Los conceptos 
novedosos para tratar el cáncer estimulando el sistema inmunitario se están investigando actualmente. Uno de estos 
conceptos es terapia génica inmunoestimuladora que utiliza virus oncolíticos como vehículos de inserción de genes.  
 20 
Terapia génica inmunoestimuladora  
 
La terapia génica inmunoestimuladora se dirige a transferir genes que codifican para proteínas inmunoestimuladoras 
en el área tumoral. Los primeros estudios que usan terapia génica inmunoestimuladora en modelos experimentales 
se publicaron a finales de los noventa con resultados prometedores. Se usaron también diferentes enfoques en 25 
ensayos clínicos pero muchos no lograron mostrar eficacia. Sin embargo, estos estudios se realizaron antes del 
conocimiento aumentado de células inmunitarias supresoras que se infiltran en el tumor y la posibilidad de ayudar a 
las respuestas inmunitarias usando preacondicionamiento o quimioterapia de apoyo que reduce los niveles de estas 
células inmunosupresoras. Además, las respuestas a la inmunoterapia siguen un transcurso diferente en 
comparación con la quimioterapia o irradiación tradicional. El hinchamiento inicial del tumor debido a la inflamación 30 
puede haberse malinterpretado como una progresión que conduce a la interrupción prematura del tratamiento. La 
combinación de preacondicionamiento/quimioterapia de apoyo junto con la conciencia sobre cómo interpretar los 
datos probablemente allanará el camino para la terapia génica inmunoestimuladora al igual que tiene para otras 
inmunoterapias. En comparación con la administración sistémica de citocinas, factores de crecimiento y anticuerpos 
inmunoestimuladores solubles, la terapia génica puede administrarse a un sitio distinto con días a semanas de 35 
expresión de los transgenes inmunoestimuladores dependiendo del vector usado. Esto conduce a una alta 
concentración de las proteínas inmunoestimuladoras en el tumor que reducen la toxicidad debido a la retirada 
innecesaria de la tolerancia a células propias que pueden verse tras la activación inmunitaria sistémica.  
 
Los genes inmunoestimuladores terapéuticos se insertan en el tumor mediante el uso de una gran variedad de 40 
vehículos. Los adenovirus deficientes en replicación se han usado habitualmente ya que portan casetes 
transgénicos grandes. Desafortunadamente, la expresión del transgén es de duración limitada porque los adenovirus 
no se integran en el genoma de la célula huésped. La falta de integración aumenta la seguridad ya que el riesgo de 
mutagénesis de la célula huésped es improbable. Además, los seres humanos están completamente equipados para 
manejar infecciones adenovirales. Por ejemplo, la mayoría de individuos han tenido infecciones de las vías 45 
respiratorias altas debido a adenovirus y han desarrollado anticuerpos contra varios serotipos, y células T de 
reacción cruzada con todos. Para la terapia génica inmunoestimuladora, el efecto inmunoestimulador del virus puede 
ayudar a la formación de respuestas antitumorales activando los TLR en DC cargadas con antígenos tumorales. Sin 
embargo, tras la administración intratumoral, el virus infecta a las células en el tubo de la aguja y existe la necesidad 
de aumentar la infección del virus para prolongar la expresión del transgén. Esto puede lograrse usando virus 50 
oncolíticos como vehículos de administración génicos.  
 
Terapia de virus oncolíticos (OV)  
 
La capacidad de determinados virus para infectar células, propagarlas y destruirlas mediante lisis durante la 55 
liberación de nuevos viriones significa que pueden utilizarse como tratamientos para el cáncer. Para limitar la 
oncólisis a células tumorales, la expresión de los genes de replicación del virus se restringe añadiendo promotores 
que son activos preferentemente en el tumor. Para un completo beneficio, los OV deben infectar todas las células 
tumorales, lo que puede ser un reto si el tumor ha metastatizado. Dado que la propagación viral sistémica al tumor 
distal puede limitarse por el sistema inmunitario, se está intentando desarrollar OV menos inmunogénicos.  60 
 
En lugar de disminuir la inmunogenicidad de los OV, otro enfoque es utilizar y reforzar su capacidad 
inmunoestimuladora intrínseca del virus añadiendo genes inmunoestimuladores en el genoma del OV. Los 
adenovirus oncolíticos dotados de transgenes inmunoestimuladores los administran con éxito al tumor y dotan de 
una respuesta inmunitaria antitumoral sistémica activa contra la enfermedad metastásica. La eficacia completa de la 65 
oncólisis combinada y la estimulación inmunitaria es difícil de determinar en modelos murinos ya que la oncólisis 
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está limitada en células murinas y el efecto inmunoestimulador no puede evaluarse en modelos de xenoinjerto en 
ratones inmunodeficientes. Ha habido al menos un estudio publicado que usa un adenovirus oncolítico que porta el 
gen CD40L humano de cadena completa a pacientes con cáncer de fase terminal demostrando viabilidad y 
seguridad. Hay otros estudios en curso que usan GM-CSF dotado de virus oncolíticos, y un virus del herpes simple 
dotado de GM-CSF (talimogene laherparepvec) ya ha completado los ensayos de registro de fase III en pacientes 5 
con melanoma.  
 
Preacondicionamiento o quimioterapia de apoyo  
 
El preacondicionamiento o la quimioterapia de apoyo se administra a menudo a pacientes que reciben 10 
inmunoterapia para disminuir las células inhibidoras del estroma tumoral tales como Treg y MDSC que de otro modo 
pueden dificultar la activación inmunitaria prevista. Además, la depleción de los linfocitos o células mieloides 
inducidos por quimioterapia puede inducir la producción de citocinas de la médula ósea que restablece las 
poblaciones celulares inmunitarias (es decir por replicación homeostática), y favorece la activación de respuestas 
antitumorales. Dependiendo del diagnóstico y del tipo de quimioterapia, el crecimiento del tumor también puede 15 
afectarse. Se ha administrado ciclofosfamida metronómica a pacientes que se someten a inmunoterapia en un 
intento de controlar las células inmunitarias supresoras. Tales protocolos de quimioterapia de apoyo pueden ser de 
gran valor si no impiden las respuestas antitumorales deseadas. Una quimioterapia de apoyo de interés de este tipo 
puede ser gemcitabina.  
 20 
La gemcitabina es un análogo de nucleósido que reemplaza la citidina durante la replicación del ADN, y conduce a la 
detención del crecimiento y a la apoptosis. La gemcitabina también selecciona como diana ribonucleótido reductasa, 
bloqueando así la función de esta enzima. Actualmente, es un tratamiento habitual para el cáncer pancreático tanto 
como tratamiento adyuvante a la cirugía como tratamiento único para tumores avanzados. Aunque el tratamiento 
con gemcitabina de tumores metastatizados avanzados es solo paliativo, varios estudios, incluyendo este propio, 25 
han mostrado que los pacientes tratados con gemcitabina tenían niveles significativamente más bajos de la molécula 
inmunosupresora TGF, Treg y MDSC, pero un número aumentado de DC, monocitos y células T activadas. 
Recientemente, se ha mostrado que la gemcitabina redujo la incorporación de MDSC al tumor y aceleró el desarrollo 
de respuestas de células T antitumorales, lo que ayudó a la terapia de combinación con un reovirus oncolítico. En 
ratones, la gemcitabina redujo las MDSC y potenció la eficacia de la inmunoterapia.  30 
 
Por tanto, una combinación de gemcitabina de tratamiento habitual con inmunoterapia puede ser beneficiosa para 
estos pacientes.  
 
Producto de investigación LOAd703 que comprende TMZ-CD40L 35 
 
LOAd703 es una inmunoterapia novedosa para el cáncer. Es un adenovirus oncolítico de serotipo 5 con una fibra 
(eje y perilla) del serotipo 35 (Ad5/35) para aumentar la unión a las células y por tanto su ineficacia. La replicación 
del virus y la oncólisis se restringe a células con una ruta de retinoblastoma disfuncional (Rb) debido a un dominio de 
unión E1Ad24 y E2F múltiple en el sentido de 5’ de E1A. Rb en células normales se une al factor de transcripción 40 
E2F, inhibiéndose así su capacidad intrínseca para inducir la transcripción de genes que promueven la transición 
desde la fase G1 hasta la fase S del ciclo celular. Tras la fosforilación de Rb, E2F se libera para estimular la 
proliferación celular. Los tumores humanos tienen un amplio espectro de mutaciones que alteran la proteína Rb y/o 
factores que conducen a la hiperfosforilación de Rb. Por tanto, en las células cancerosas de E2F, es libre de 
impulsar la transcripción del virus. El virus infecta y destruye células tumorales a través de oncólisis debido a la 45 
replicación excesiva del virus mientras que las células benignas sanas pueden infectarse pero no se producen 
nuevas partículas virales. Por tanto, LOAd703 no destruye células sanas. LOAd703 tiene un casete transgénico con 
dos genes inmunoestimuladores (TMZ-CD40L y 4-1BBL) impulsados por un promotor CMV. El promotor CMV no se 
restringe a los tejidos y los genes inmunoestimuladores pueden expresarse en todas las células que están 
infectadas por LOAd703. Por tanto, LOAd703 selecciona como diana tanto el tumor como su estroma. Dado que el 50 
virus se administra mediante inyección intratumoral, la expresión de los transgenes se localiza en el área tumoral.  
 
Constructo génico esquemático 
 
La replicación de LOAd703 se controla a través de un E1A∆24 que restringe la replicación del virus en células con 55 
una proteína de retinoblastoma alterada (hiperfosforilada) observada comúnmente en células malignas. Además, 
una región de promotores de E2F y un sitio Sp-1 se han insertado antes de E1A. Estas restricciones de replicación 
promoverán la replicación del virus en células tumorales llevando finalmente al tumor a oncólisis y muerte. Los virus 
LOAd703 pueden infectar células normales pero no replica ni destruir células normales. Las modificaciones 
adicionales incluyen deleciones 6.7K y gp19K en la región E3. 6.7K inhibe el receptor de TRAIL 1 y 2 en la célula 60 
mientras que gp19K retiene MHC en el retículo endoplasmático (RE). Juntos, estos dos reducen la capacidad de las 
células T para reconocer y destruir células infectadas con virus. Dado que el fin de LOAd703 es potenciar la 
inmunogenicidad, estas regiones se eliminaron del genoma del adenovirus. La región del eje y de la perilla de la fibra 
del serotipo 5 situada en la región L5 se cambió por la región del eje y de la perilla de un virus de serotipo 35 que 
aumenta la traducción del virus ya que la fibra de 35 se une al receptor de CD46 expresado de manera abundante 65 
tanto en células humanas normales como en malignas mientras que la fibra de Ad5 se restringe a células positivas 
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para el receptor del adenovirus y del virus coxsackie. Después de la región L5, se insertó un casete transgénico con 
genes TMZ-CD40L y 4-1BBL impulsado por un promotor del citomegalovirus (pCMV). Tras la infección de células, el 
virus LOAd703 inducirá, por tanto, la expresión de TMZ-CD40L y 4-1BBL. La expresión se impulsa por el promotor 
del CMV y no es dependiente de la replicación del virus. Cualquier célula infectada dentro del tumor tras la inyección 
intratumoral puede expresar los transgenes.  5 
 
El transgén TMZ-CD40L es un ligando CD40 humano modificado (CD40L; CD154) que carece del dominio de 
señalización intracelular y en su lugar fusiona los dominios extracelular y transmembrana a un dominio de cremallera 
de isoleucina. Esto crea una molécula CD40L trimerizada unida a membrana que carece de señalización intracelular 
en la célula que expresa TMZ-CD40L pero todavía se une y transmite señales a otras células que expresan su 10 
receptor CD40. CD40L se expresa normalmente en muchos tipos de células en condiciones patológicas, es decir 
cuando las células se estresan o activan. La estimulación de CD40L de células CD40+ conduce a diferentes 
acciones dependiendo de la identidad de la célula CD40+. Las DC inmaduras expresan CD40 y tras el estímulo de 
CD40L las DC se diferencian en un fenotipo maduro que expresa niveles potenciados de moléculas de complejo 
mayor de histocompatibilidad (CMH), moléculas coestimuladoras y citocinas. Tales DC maduras son excelentes 15 
estimuladores de células T (Th1 y CTL), linfocitos citolíticos naturales y macrófagos M1. Las células endoteliales 
CD40+ aumentan la expresión de moléculas importantes para la fijación y diapédesis de células T que promueven la 
incorporación de células T. Sin embargo, las células tumorales CD40+ tienen una ruta de señalización intracelular 
CD40 sesgada, y tras la estimulación de CD40L la mayoría de células tumorales presentan inhibición al crecimiento 
o entran en apoptosis. Además, la señalización mediada por CD40L en el microentorno del tumor puede reducir de 20 
manera indirecta el nivel de Treg en pacientes con cáncer de vejiga tratado con terapia génica con CD40L 
(AdCD40L). En un modelo murino, la población celular mieloide se inclinó de células CD11b+Gr1

int/low
 y M2 

supresoras a CD11b+Gr1
high

 y células mieloides M1.  
 
El transgén del ligando 4-1BB (4-1BBL; CD137L) es el gen 4-1BBL humano de longitud completa. Se une a su 25 
receptor 4-1BB (CD137) expresado en células T y linfocitos citolíticos naturales activadas. La estimulación de 4-
1BBL de células T y linfocitos citolíticos naturales protege a las células de la muerte celular inducida por activación 
(AICD) a través de la regulación por incremento de inhibidores de la apoptosis tales como BCL-xL. La estimulación 
de 4-1BBL también promueve la proliferación eficaz de linfocitos. 4-1BBL es un buen estimulador in vitro tanto de 
CTL como de linfocitos citolíticos naturales, pero para la eficacia in vivo en modelos tumorales, la combinación de 4-30 
1BBL con otros potenciadores inmunitarios parece crucial. La combinación de la estimulación de CD40L y de 4-
1BBL, así como la estimulación del esqueleto adenoviral de receptores de tipo Toll (TLR) estimulan de manera 
potencial las DC, células T y linfocitos citolíticos naturales en las prácticas experimentales preclínicas descritas a 
continuación.  
 35 
Por tanto, LOAd703 expresa CD40L y 4-1BBL y, por tanto, tiene dos mecanismos efectores principales: 1) inducción 
de la muerte celular a través de o bien la oncólisis o bien la apoptosis mediada por CD40, y 2) activación del sistema 
inmunitario a través de CD40L, 4-1BBL y el esqueleto adenoviral. La dotación efectora principal es probablemente la 
activación inmunitaria, pero la inducción de la muerte celular mediante oncólisis además fortalece las respuestas 
antitumorales debido a la liberación de antígenos tumorales que dan como resultado estimulación inmunitaria 40 
tumoral específica de antígeno.  
 
Abreviaturas  
 
aCTLA4  antígeno 4 del linfocito T anticitotóxico 45 
 
Ad   adenovirus  
 
AICD   muerte celular inducida por activación  
 50 
CD   agrupación de diferenciación  
 
CD40L   ligando CD40, CD154  
 
CMV   citomegalovirus  55 
 
CTL   linfocito T citotóxico 
 
DC   célula dendrítica 
 60 
GM-CSF  factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 
 
IFNg   interferón gamma  
 
IL   interleucina  65 
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LOAd   adenovirus oncolítico Lokon 
 
MDSC   célula supresora derivada de mieloides  
 
NK   linfocito citolítico natural  5 
 
PCR   reacción en cadena de la polimerasa 
 
PDAC   adenocarcinoma ductal pancreático  
 10 
PD1   receptor 1 de muerte programada  
 
PDL1   ligando 1 del receptor de muerte programada 
 
Rb   retinoblastoma  15 
 
TCR   receptor de células T 
 
TGFb   factor de crecimiento y transformación beta  
 20 
Th   linfocito T cooperador  
 
TLR   receptor de tipo Toll 
 
TMZ-CD40L CD40L trimerizado unido a membrana  25 
 
TNFa   factor de necrosis tumoral alfa  
 
Treg   linfocito T regulador  
 30 
VP   partículas virales 
 
4-1BBL   ligando 4-1BB, ligando CD137  
 
Definiciones  35 
 
Ad5/35: el término “Ad5/35” significa un vector del adenovirus de serotipo 5 oncolítico, en el que la fibra y la perilla 
del eje son de serotipo 35 de Ad. 
 
Antígeno: el término “antígeno” es una diana que se reconoce por células T a través del receptor de células T, un 40 
receptor de antígenos quiméricos o un equivalente del mismo.  
 
ADNc: el término “ADNc” significa una molécula de ADN que puede prepararse mediante transcripción inversa de 
una molécula de ARNm cortada y empalmada, madura obtenida de una célula. El ADNc carece de secuencias de 
intrones que pueden estar presentes en el ADN genómico correspondiente. El transcrito de ARN primario, inicial es 45 
un precursor del ARNm que se procesa a través de una serie de etapas, incluyendo el corte y empalme, antes de 
aparecer como ARNm cortado y empalmado maduro.  
 
Secuencia codificante: el término “secuencia codificante” significa un polinucleótido, que especifica de manera 
directa la secuencia de aminoácidos de TMZ-CD154 o una variante de la misma. Los límites de la secuencia 50 
codificante se determinan generalmente mediante un marco de lectura abierto, que comienza con un codón de 
iniciación tal como ATG, GTG o TTG y termina con un codón de parada tal como TAA, TAG o TGA. La secuencia 
codificante puede ser ADN genómico, ADNc, ADN sintético o una combinación de los mismos.  
 
Expresión: el término “expresión” incluye cualquier etapa implicada en la producción de TMZ-CD154 incluyendo, 55 
pero sin limitarse a, transcripción, modificación postranscripcional, traducción, modificación postraduccional y 
secreción.  
 
Célula huésped: el término “célula huésped” significa cualquier tipo de célula que es susceptible de transformación, 
transfección, transducción o similares con una constructo de ácido nucleico o vector de expresión que comprende un 60 
polinucleótido tal como se describe en el presente documento.  
 
Operativamente unido: el término “operativamente unido” significa una configuración en la que una secuencia de 
control se coloca en una posición apropiada en relación a la secuencia codificante de un polinucleótido, de manera 
que la secuencia de control dirige la expresión de la secuencia codificante. 65 
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Origen de replicación: el término “origen de replicación” significa la secuencia particular en el genoma en la que se 
inicia la replicación. Esto puede implicar la replicación del ADN en organismos vivos tales como procariotas y 
eucariotas, o la de ADN o ARN en virus tales como virus de ARN bicatenario.  
 
Vector viral competente en replicación: el término “vector viral competente en replicación” es un virus que puede 5 
replicarse por sus propios medios en cualquier célula que infecte o en células de origen específico.  
 
Vector viral deficiente en replicación: el término “vector viral deficiente en replicación” es un virus que no puede 
replicarse por sus propios medios debido a la deleción de genes implicados en la replicación viral.  
 10 
Identidad de secuencia: el término “identidad de secuencia” significa la relación entre dos secuencias de 
aminoácidos o entre dos secuencias de nucleótidos. Algoritmos para consultas de nucleótidos: blastn, megablst, 
megablast no contiguo. Algoritmos para consultas de proteínas: blastp, psi-blast, phi-blast, delta-blast.  
 
Vector viral: el término “vector viral” significa una herramienta para administrar material genético en células.  15 
 
El término “que comprende” debe entenderse en un amplio sentido, pero abarca los términos “que contiene”, “que 
consiste en”, y en relación con una estructura molecular, la estructura puede ser tal como se muestra, es decir sin 
ningún elemento adicional.  
 20 
Leyendas de las figuras  
 
Figura 1: A) Una figura esquemática que muestra la molécula TMZ-CD154. B) Una figura esquemática que muestra 
la molécula TMZ-CD154 trimerizada en la membrana plasmática celular (PM) interactuando o no con el receptor 
CD40 en una célula diana vecina.  25 
 
Figura 2: se transfectaron células 293 con un plásmido que contenía TMZ-CD154 o un plásmido simulado vacío. A) 
Después de dos días de cultivo, se lisaron las células y se analizó la suspensión de proteínas mediante 
electroforesis en gel e inmunotransferencia de tipo Western para detectar TMZ-CD154. Las muestras se dividieron 
en dos grupos en los que el primer grupo se llevó a ebullición en tampón reductor de muestra (R), y el otro grupo no 30 
se llevó a ebullición y se mezcló con un tampón no reductor de muestra antes de la electroforesis en gel. B) Después 
de dos días de cultivo, se analizó una porción de las células mediante citometría de flujo para demostrar la expresión 
de TMZ-CD154. C) Se analizaron los sobrenadantes de células Panc01, BxPc3, MiaPaca2 y PaCa3 transducidas 
con virus Ad5/35 que expresa TMZ-CD154, CD154 de tipo natural o sin transgenes (simulado) para determinar la 
liberación de CD154 solubles en los sobrenadantes usando ELISA. D) Se usó un serotipo 5/35 de adenovirus para 35 
transducir células T con la molécula TMZ-CD154. Los controles fueron transducidos o no con un virus vacío 
(simulado). Las células se cultivaron durante 48 h con o sin IL2.  
 
Figura 3: se transdujeron células dendríticas (A) y células MiaPaCa2 (B) con 100 MOI del virus Ad5/35-TMZ-CD154 
(línea roja), un virus simulado (línea verde) o se dejaron sin transducir (línea gris). Las DC también se transdujeron 40 
con otras dos versiones de virus Ad5/35-TMZ-CD154 combinadas con 4-1BBL (línea naranja) o scFv aIL6R (línea 
azul). Se analizaron las células 24 horas después para determinar la expresión de TMZ-CD154 mediante citometría 
de flujo. Las células no transducidas o transducidas con simulación no expresaron TMZ-CD154, mientras que las 
células transducidas con Ad5/35-TMZ-CD154 demostraron una expresión robusta que se expresó más que en 
células tumorales en comparación con las DC.  45 
 
Figura 4: se transdujeron líneas celulares tumorales de cáncer de páncreas con el virus (oncolítico) competente en 
replicación de manera condicional (CRC) Ad5/35-TMZ-CD154, un virus oncolítico simulado (CRC), un virus simulado 
deficiente en replicación (RD) o se dejaron sin transducir. Se sembraron las células transducidas en placas de 96 
pocillos y se analizaron para determinar la supervivencia usando el ensayo de viabilidad MTS para determinar el 50 
nivel de muerte celular por oncólisis de A) Panc01, B) MiaPaCa2 o C) BxPC3. D) Se realizó el mismo ensayo en una 
línea celular de linfoma (Karpas 422).  
 
Figura 5: se cocultivaron células dendríticas inmaduras con células 293 transfectadas con TMZ-CD154, CD154 
trimerizado soluble (st) (CD40L), CD154 soluble multimérico (CD40L) o plásmidos simulados, o se dejaron sin 55 
transfectar. Después de dos días de cocultivo, se analizaron las células mediante citometría de flujo para determinar 
la expresión de CD83 (A). Se recogieron los sobrenadantes y se analizaron para determinar la expresión de IL-12 
usando ELISA (B).  
 
Figura 6: se transdujeron células dendríticas inmaduras con virus Ad5/35-TMZ-CD154 o virus simulado, o se 60 
dejaron sin transducir (sólo DC). Después de dos días de cultivo, se analizaron las células mediante citometría de 
flujo para determinar la expresión de HLA-DR, CD86, CD70 y CD83 (A). Se recogieron los sobrenadantes y se 
analizaron para determinar la expresión de IL-12 usando ELISA (B).  
 
Figura 7: se cultivaron células mononucleares CD14 de un donante positivo para CMV con células dendríticas 65 
transducidas con virus Ad5/35-TMZ-CD154 y pulsadas con péptidos pp65 de CMV durante 11 días. En el día 11, se 
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analizaron las células para determinar la presencia de células T específicas de CD3+CD8+tetrámero+CMV mediante 
citometría de flujo. Sólo el 0,5% de las células T fueron específicas de CMV antes del cultivo, y más del 60% de las 
células T fueron específicas de CMV después del cultivo.  
 
Figura 8: se transdujeron y se cultivaron células mononucleares de caballo con un vector adenoviral con el gen 5 
humano CD154. Después de una semana, se expandió la población de linfocitos (A, derecha) en comparación con 
células transducidas simuladas (izquierda). Se recolectaron los sobrenadantes y se analizaron usando un ELISA de 
anti-MCP-1 de caballo. El virus simulado activa MCP-1 pero el virus CD154 proporciona una expresión mejorada.  
 
Figura 9: se hizo crecer de manera subcutánea la línea celular Panc01 en ratones Nu/Nu que carecían de un 10 
sistema inmunitario funcional. Se inyectaron los tumores 1x con 1x10e9 VP de adenovirus oncolítico que expresa 
TMZ-CD154 o PBS. El % de crecimiento del tumor se muestra con el tiempo a partir de la inyección viral.  
 
Figura 10: se transfectaron células 293 con plásmidos que contenían TMZ-CD154 en combinación con 4-1BBL (A, 
B) o scFv aIL6R (C, D) y se analizaron para determinar la expresión de CD154 (A, C) o 4-1BBL (B) mediante 15 
citometría de flujo. Se analizó el sobrenadante de células que expresan scFv aIL6R con un marcador myk mediante 
ELISA para determinar la expresión de aIL6R (D).  
 
Figura 11: se transdujeron DC con virus Ad5/35 con TMZ-CD154 en combinación con 4-1BBL o las células se 
dejaron sin transducir o se transdujeron con un virus simulado vacío. Después de dos días de cocultivo, se 20 
analizaron las células para determinar la expresión de TMZ-CD154 y 4-1BBL mediante citometría de flujo.  
 
Figura 12: se transdujeron células dendríticas inmaduras humanas con virus Ad5/35 con solo TMZ-CD154 o en 
combinación con 4-1BBL o scFv aIL6R, o las células se dejaron sin transducir o se transdujeron con un virus 
simulado vacío. Después de dos días de cocultivo, se analizaron las células para la expresión de CD83 mediante 25 
citometría de flujo.  
 
Figura 13: se transdujeron células dendríticas inmaduras humanas con virus Ad5/35 con solo TMZ-CD154 o en 
combinación con 4-1BBL o scFv aIL6R, o las células se dejaron sin transducir o se transdujeron con un virus 
simulado vacío. Después de dos días de cocultivo, se analizaron las células para la expresión de CD70 mediante 30 
citometría de flujo.  
 
Figura 14: se transdujeron células dendríticas inmaduras humanas con virus Ad5/35 con solo TMZ-CD154 o en 
combinación con 4-1BBL o scFv aIL6R, o las células se dejaron sin transducir. Después de dos días de cocultivo, se 
analizaron los sobrenadantes mediante Luminex para comparar los niveles de IFNg (A), IL12 (B), TNFa (C) e IL21 35 
(D) entre los grupos.  
 
Figura 15: se expandieron células T específicas de CMV de células mononucleares preparadas a partir de un 
donante de sangre positivo para CMV expandiendo células CD14 con células dendríticas transducidas pulsadas con 
péptidos pp65 de CMV. Se transdujeron las células dendríticas con un virus simulado, el virus Ad5/35 con TMZ-40 
CD154 solo o en combinación con 4-1BBL o aIL6R. En el día 11, se recolectaron las células y se analizaron para 
determinar el porcentaje de células T (específicas de CMV) positivas de tetrámero usando citometría de flujo y en 
comparación con el valor de previo a la expansión en A. En B, se muestra el número total de células expandidas en 
los diferentes grupos. El virus Ad5/35 que contenía tanto TMZ-CD154 como 4-1BBL (LOAd703) también pudo 
expandir linfocitos citolíticos naturales en los cultivos (C).  45 
 
Figura 16: se cultivó la línea celular pancreática PaCa3 solo o con gemcitabina (G) 100 uM. Se transdujeron 
también células PaCa3 con virus Ad5/35 que expresan TMZ-CD154 solo o en combinación con ligando 4-1BB o 
scFv aIL6R. Finalmente, se cultivaron las células transducidas con gemcitabina 100 uM. Se sembraron las células 
en placas de 96 pocillos y se analizaron para determinar la supervivencia usando el ensayo de viabilidad MTS para 50 
determinar el nivel de muerte celular por oncólisis, por gemcitabina o por la combinación de oncólisis y gemcitabina. 
* indica diferencias de p<0,05. B) Se hicieron crecer células tumorales pancreáticas murinas Panc02 en ratones 
C57BL6 y se trataron con un adenovirus oncolítico que porta TMZ-CD154+4-1BBL dos veces a la semana 6x +/- 
semanalmente (3x) con gemcitabina (25 mg/kg). Se muestra el crecimiento del tumor. C) Se transdujeron células 
pancreáticas humanas Panc01 igual que en (A) anteriormente y se cultivaron con o sin paclitaxel (2 uM). * indica 55 
diferencias de p<0,05.  
 
Figura 17: se trataron ratones C57BL/6 con células tumorales de cáncer de vejiga de MB49 creciente con 1 infusión 
intratumoral de un vector adenoviral que porta el gen CD154 murino. Se tomaron biopsias 24 horas después para la 
determinar la inmunohistoquímica que detecta células CD11b y GR-1 mediante microscopía confocal (A) y para 60 
determinar la citometría de flujo después de la alteración mecánica en la única suspensión celular que detecta 
células T infiltrantes de tumor CD3+CD107a+.  
 
Figura 18: se transdujeron células endoteliales humanas (HUVEC) con virus Ad5/35 que contenían TMZ-CD154 con 
y sin o bien 4-1BBL o bien aIL6R, o un virus sin transgenes (simulado), o se dejaron sin transducir. Después de 48 h 65 
de cultivo, se analizaron las células mediante citometría de flujo para determinar la expresión de E-selectina e ICAM-
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I que son importantes para la fijación y diapédesis de linfocitos a través del endotelio en tejidos inflamados.  
 
Figura 19: la oncólisis se restringe a células tumorales. Se transdujeron células tumorales (Panc01 se muestra en la 
figura) y células pancreáticas exocrinas sanas de control con LOAd703, un virus LOAd (-) que carece de transgenes, 
y virus simulado Ad5/35 que carece de capacidad para replicarse a través de deleción E1/E3, o se dejaron sin 5 
transducir. Se cultivaron las células en replicados en placas de 96 pocillos y se analizaron para determinar la 
viabilidad usando un ensayo MTS. Una viabilidad baja da un absorbancia baja.  
 
Figura 20: test de toxicidad en el modelo sanguíneo en bucle. Se sometió a prueba sangre de 5 donantes sanos 
para determinar la reactividad a LOAd703. La sangre se hacía circular en bucles heparinizados (2 ml/bucle) que no 10 
afectan a los complementos durante cuatro horas. Se tomaron las muestras de plasma antes del ensayo y 4 horas 
después de la adición de LOAd703 a dosis alta (1x10e8 VP) o dosis baja (1x10e7 VP). Como control negativo, se 
añadió PBS al bucle y se usó un anticuerpo anti-CD28 como control positivo. AdCD40L es un virus similar a 
LOAd703 que se ha usado clínicamente y se sometió a prueba a dosis alta (1x10e8 VP).  
 15 
Figura 21: se trataron tumores B16 que crecían de manera subcutánea en ratones C57BL6 con AdCD40L donde 
después se infundieron células T pmel que reconocen tumores B16. Se analizaron luego los tumores mediante 
citometría de flujo para determinar la presencia de células T. A) Células T pmel pudieron infiltrar el tumor, sin 
embargo, si el tumor se trataba previamente con AdCD40L (combo), la infiltración de células T pmel aumentaba de 
manera drástica. B) En los tumores tratados con AdCD40L, aumentaron tanto las células T naturales como las pmel 20 
en comparación con los tumores que no se trataron previamente con AdCD40L y que expresaron el marcador de 
activación CD107a.  
 
Figura 22: programa de tratamiento para terapia de dosis única usando Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL (LOAd703) al 
nivel de dosis uno de 1x10e11 VP y al nivel de dosis dos de 5x10e11 VP. Los recuadros azul y blanco representan 25 
1 semana.  
 
Figura 23: programa de tratamiento para terapia de dosis repetida usando Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL (LOAd703) 
al nivel de dosis 5x10e11 VP. Los recuadros azul y blanco representan 1 semana.  
 30 
La invención se ilustra en los siguientes ejemplos no limitativos. 
 
Ejemplos 
 
Materiales y métodos  35 
 
Secuencias génicas de TMZ-CD154  
 
Para ejemplificar la secuencia génica de una molécula TMZ-CD154 tal como se define en el presente documento, se 
han construido tales secuencias génicas de TMZ-CD154 para ser humano, caballo, perro y gato.  40 
 
SEQ ID NO: 1 (ADN), SEQ ID NO: 2 (proteína)  
 
Ser humano 
 45 
CD154 trimerizado humano unido a membrana  
 
1-9   secuencia de Kozak  
 
10-108   cremallera de isoleucina  50 
 
109-126  ligador  
 
127-198  dominio transmembrana CD154 humano 
 55 
199-846  dominio extracelular CD154 humano 
 
La secuencia de aminoácidos para los dominios tm y ec de CD154 se marca en gris 
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SEQ ID NO: 3  
 5 
TMZ-CD154 de caballo (dominio CD154 en negrita)  
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Secuencia de aminoácidos de TMZ-CD154 de caballo 
 

 5 
 
SEQ ID NO: 4  
 
TMZ-CD154 de perro (dominio CD154 en negrita)  
 10 

 
 
Secuencia de aminoácidos de TMZ-CD154 de perro 
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SEQ ID NO: 5  
 
TMZ-CD154 de gato (dominio CD154 en negrita)  5 
 

 

 
 
Secuencia de aminoácidos de TMZ-CD154 de gato 10 
 

 
 
Construcción de plásmidos  
 15 
Se construyeron las secuencias génicas usando el software libre pDraw32 por AcaClone y luego se sintetizaron con 
un promotor de CMV por delante del gen 5’ y las regiones flanqueantes de adenovirus (que también contienen los 
sitios de restricción 5’Sspl y 3’Scal) para la recombinación homóloga en vectores adenovirales en ambos extremos. 
Después de la región flanqueante 3’ Ad, se sintetizó un sitio Poli A cuando se logró una expresión génica con la 
transfección de plásmidos. Se sintetizaron los fragmentos génicos y se subclonaron en un plásmido pUC57-Kan en 20 
GenScript Inc.  
 
Construcción de vectores adenovirales 
 
Se digirieron los plásmidos pUC57 con casetes transgénicos con enzimas Sspl y Scal y se aisló la banda mediante 25 
electroforesis en gel y purificación convencional. Se insertaron los casetes génicos en un plásmido del esqueleto 
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adenoviral mediante recombinación homóloga. Se expandieron las colonias con el inserto correcto y se confirmaron 
las secuencias génicas con análisis de patrones de restricción y secuenciación. Se transfectaron los 
adenoplásmidos con los casetes génicos en células 293 para generar los virus. Se realizaron ensayos en placa en 
células A549 para generar clones de virus únicos. Además, se amplificaron los virus en células A549 y se purificaron 
con centrifugación en gradiente con CsCl. Se formularon las partículas virales finales en TRIS 20 mM, NaCl 25 mM y 5 
glicerol al 2,5%. Se determinaron el título físico (O.D.) y el título funcional (tinción anti-hexón).  
 
Líneas celulares 
 
Se compraron las líneas celulares HEK 293, B16 y A549 de ATCC mientras que Karpas 422, PancO1, MiaPaCa2, 10 
PaCa3 y BxPC3 fueron un amable regalo del Instituto Karolinska. La línea celular MB49 fue un regalo del Hospital de 
la Universidad Nacional de Singapur. Se cultivaron las células 293 en medio basado en DMEM (FBS al 10%, 
estreptomicina de plagas al 1%, piruvato de sodio al 0,1%) de Life Technologies. Se hacen crecer A549 en medio 
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 GlutaMAX™ complementado con FBS al 10%, PeSt al 1%, HEPES al 
1% y piruvato de sodio al 0,1%. Se hacen crecer MiaPaca2 y PanC01 en DMEM con FBS al 10% y PeSt al 1%. Se 15 
hacen crecer BxPC3 en medio RPMI 1640 GlutaMAX™ complementado con FBS al 1% y PeSt al 1%. Todos los 
componentes de los medios de crecimiento celular fueron de Life Technologies.  
 
Preparación de la capa leucocitaria  
 20 
Se compraron las capas leucocitarias del banco de sangre del Hospital de la Universidad de Uppsala. Se prepararon 
células mononucleares mediante centrifugación con Ficoll. De manera breve, se diluyó la capa leucocitaria 1:1 con 
solución salina tamponada con fosfato (PBS) y se añadió poco a poco a tubos Falcon de 50 ml que contenían 10 ml 
de Ficoll sin mezclar las dos fases. Se centrifugaron los tubos a 1500 rpm durante 20 min sin romperse. Luego se 
transfirió la fase de glóbulos blancos pipeteándola a tubos nuevos y se lavó con centrifugación con PBS. Las células 25 
preparadas se usaron frescas o congeladas en tanques de nitrógeno líquido en medio de congelación que contenía 
DMSO para su futuro uso.  
 
Preparación de células dendríticas inmaduras  
 30 
Se clasificaron los monocitos CD14+ de células mononucleares de preparaciones de la capa leucocitaria usando el 
sistema de perlas MACS CD14 MicroBeads según el protocolo del fabricante (Miltenyi Biothech). Se congelaron las 
células CD14 (incluyendo las células T). Luego se diluyeron las células CD14+ en medio de cultivo RPMI (FBS al 
10%, penicilina/estreptomicina al 1%) a una concentración de 1x10e6 células/ml. Se añadieron GM-CSF e IL-4 a una 
concentración final de 50 ng/ml y 25 ng/ml, respectivamente. Se añadió medio recién preparado con GM-CSF e IL-4 35 
cada día durante una semana. Después de una semana de cultivo, se diferenciaron los monocitos en células 
dendríticas CD14-CD1a+ inmaduras.  
 
Estimulación de células T  
 40 
Se estimularon las células mononucleares de sangre periférica con anticuerpos OKT-3 (anti-CD3) (1 ug/ml) e IL2 
(100 U/ml). En el día 3, se han expandido las células T y se transdujeron con vectores adenovirales tal como se 
describe a continuación, y se cultivaron las células con o sin IL2 recién preparado durante 48 h.  
 
Transfección usando plásmidos  45 
 
Se lavaron las células 293 con centrifugación con PBS (1500 rpm, 5 min). Se resuspendieron en medio las células 
(0,75x10e6/grupo) y se sembraron en placas de 6 pocillos y se cultivaron durante toda la noche. Al día siguiente, se 
mezclaron 5 ug de plásmido en una suspensión de 8 ul de polietilenimina en 100 ul de OptiMEM (Life Technologies) 
y se incubaron durante 20 min. Luego se hizo gotear la suspensión del plásmido en los pocillos con las células 293. 50 
Se cultivaron las células durante diferentes puntos de tiempo para el análisis FACS, recolección de sobrenadante y 
para cocultivos con células dendríticas. inmaduras  
 
Transducción usando vectores adenovirales  
 55 
Se lavaron en medio libre de suero las células que iban a transducirse con vectores adenovirales. Se añadieron 
1x10e6 células por tubo cónico de 10 ml y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min. Se desechó el sobrenadante y 
se resuspendieron las células en el medio restante de aproximadamente 150 ul por tubo. Se añadieron adenovirus 
que oscilaban desde 25-100 ffu/célula a los tubos en los que después se incubaron durante 2 horas en un incubador 
de células a 37ºC con el 5% de CO2. Se añadió medio de cultivo celular con suero y se incubaron además las 60 
células y se usaron en los diferentes ensayos (citometría de flujo a diferentes puntos de tiempo, electroforesis en 
gel/inmunotransferencia de tipo Western, cocultivos con células dendríticas inmaduras, etc.).  
 
Citometría de flujo  
 65 
Se lavaron en PBS las células que iban a analizarse mediante citometría de flujo y se centrifugaron en tubos para 
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citometría de flujo (BD Biosciences). Se retiraron los sobrenadantes y se resuspendieron las células restantes 
mediante agitación con vórtex. Se añadieron anticuerpos o tetrámeros diluidos en albúmina de suero bovino al 1% 
(BSA) en PBS a las suspensiones celulares y se incubaron 5 min a temperatura ambiente o 30 min a 4ºC. Los 
anticuerpos que detectan CD154, CD83, HLA-DR, CD86, CD70, CD14, CD1a, CD3, CD8, CD107a y ligando 4-1BB 
humanos, así como Gr-1 y CD11b murinos, se compraron de BioLegend ya que, que el isotipo no correspondiera 5 
con los controles era irrelevante. Los tetrámeros pp65 de CMV se compraron de Nordic BioSite. Se lavaron las 
células teñidas con BSA al 1% en PBS y se fijaron usando paraformaldehído al 1% (PFA) en PBS en un volumen 
total de 300 ul/tubo. Se analizaron las células usando FACS Canto II de BD Biosciences. Se realizó el análisis de 
datos usando el software FlowJo de Treestar Inc.  
 10 
Análisis de los sobrenadantes  
 
Se analizaron los sobrenadantes de los cultivos celulares para la liberación de CD154 soluble humano, IL-12 
humano, MCP1 de caballo y scFv para IL-6R humano de células sin transducir, transducidas o transfectadas. Se 
analizó sCD154 mediante ELISA usando el kit sCD40L Platinum de eBioScience Inc. Se analizó MCP1 de caballo 15 
usando de kit MCP1 de BioLegend. Se detectó IL-12p70 mediante un ELISA de elaboración propia. De manera 
breve, se recubrieron las placas de 96 pocillos con 1 ug/ml de anticuerpo anti-IL-12 humano (p70) purificado de 
Biolegend durante la noche a 4ºC. Se llevó a cabo el bloqueo añadiendo PBS con albúmina de suero bovino al 1% 
(BSA) (Sigma-Aldrich) durante 1 h a 37ºC. luego se incubaron las muestras en los pocillos recubiertos durante 2 h a 
37ºC después de que se añadiera un anticuerpo p40 anti-IL-12/IL-23 humano de biotina (Biolegend) a una 20 
concentración de 1 ug/ml durante 1 h a 37ºC. Se diluyó peroxidasa de rábano conjugada con avidina (Dako A/S) a 
1:4000 y se añadió a la placa durante 1 h a 37ºC en oscuridad. Se llevó a cabo el desarrollo del ensayo usando TMB 
(Dako) y leyendo la absorbancia a 450 nm en el lector de microplacas de precisión a Emáx (Molecular Devices). Se 
analizó scFv para IL-6R humano mediante un ELISA de elaboración propia detectando el marcador Myk insertado en 
scFv. De manera breve, se recubrieron las placas con IL-6R humano recombinante y después se incubaron con 25 
muestras. Después del lavado con BSA-PBS al 1%, se incubaron las placas con un anticuerpo anti-myk-HRP que 
pudo detectarse después añadiendo sustrato y enzima peroxidasa (Dako). Se analizó el cambio de color mediante 
espectrofotometría. Además, se analizaron los sobrenadantes para múltiples citocinas usando Luminex de acuerdo 
con el protocolo de la empresa. Se usó un kit que detecta los siguientes analitos: IFNg, 1112, TNFa y IL21.  
 30 
Electroforesis en gel e inmunotransferencia de tipo Western  
 
Se prepararon lisados a partir de células transfectadas con plásmidos tal como se indicó anteriormente. Se lavaron 
las células una vez con PBS enfriado con hielo y se resuspendieron en tampón de lisis que contenía reactivo de 
extracción de proteínas de mamífero M-PER complementado con cóctel de inhibidor de fosfatasa Halt al 1% y cóctel 35 
de inhibidor de proteasa al 1% (Thermo Scientific). Se midió la concentración de proteínas de los lisados celulares 
mediante un kit de reactivo de ensayo de proteínas más Coomassie según el protocolo del fabricante. Se cargaron 
10 ug de muestra en los geles de BioRad. Se mezclaron las muestras o bien en tampón de muestra que contenía 
mercaptoetanol (reducido) o no (no reducido). Las muestras reducidas también se llevaron a ebullición durante 5 min 
a 95ºC antes de la carga. Se hizo correr el gel durante 50 min a 110 V, y luego se transfirió a una membrana usando 40 
pilas de transferencia de gel en una máquina iBlot (Life Technologies). Se bloquearon las membranas durante 1 h a 
temperatura ambiente (TA) y luego se añadió anticuerpo CD154 (H215) diluido 1:500 (Santa Cruz Biotechnology Inc) 
a la membrana y se incubó durante la noche a 4ºC. Se usó como un anticuerpo secundario HRP de cabra con 
antiIgG de conejo (Life Technologies) a una dilución de 1:2000 y se incubó durante 1 h a TA. Se desarrolló la 
membrana añadiendo la disolución ECL Clarity Western ECL Substrate (BioRad) y exponiéndola en el dispositivo V3 45 
Western Workflow™ (BioRad).  
 
Ensayo de viabilidad  
 
Se determinó la capacidad oncolítica de los virus que contenían el transgén TMZ-CD154 usando el ensayo de 50 
proliferación celular de disolución acuosa CellTiter 96 (MTS) de Promega. Se usó el ensayo de acuerdo con el 
protocolo del fabricante. De manera breve, se transdujeron las células tumorales con los virus y luego se sembraron 
en placas de 96 pocillos en pocillos por cuadruplicado/grupo, 10.000 células/pocillo. Se obtuvieron células exocrinas 
de donantes sanos del material sobrante de preparaciones de células del islote del Hospital Universitario de Uppsala 
y se usaron como control de la replicación restringida de células tumorales. Se cultivaron las placas y se analizaron 55 
a diferentes puntos de tiempo 24, 48 y 72 horas después de la transducción. Se añadieron 20 ul de reactivo de kit y 
se incubó la placa durante 1,5 horas. Se midió la absorbancia a A490 mediante espectrofotometría.  
 
Activación y expansion de células T  
 60 
Se transdujeron DC inmaduras de donantes positivos para CMV con los diferentes vectores virales de acuerdo con 
el protocolo para transducción viral, se dejaron sin transducir o se estimularon con TNFa (40 ng/ml) y poli IC (30 
ug/ml). Al día siguiente, se recolectaron las células y se transfirieron a tubos y se lavaron mediante centrifugación 
con PBS (1500 rpm, 5 min). Se desecharon los sobrenadantes y se añadieron péptidos pp65 de CMV (10 ug) así 
como beta 2 microglobulina (1 ug) en los que después se incubaron las células a 37ºC durante 4 horas. Se lavaron 65 
las células dos veces con PBS y luego se diluyeron en medio de cultivo hasta una concentración de 1x10e5 
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células/ml. De forma paralela, se descongelaron células mononucleares CD14 del mismo donante y se lavaron con 
centrifugación con PBS (1500 rpm, 5 min). Se diluyeron las células en medio de cultivo hasta una concentración de 
1x10e6 células/ml. Se cocultivaron las DC inmaduras preparadas y las células mononucleares CD14 (incluyendo las 
células T) en una razón 1:10 en matraces T-25 (5-10 ml/matraz) durante 11 días. En el día 11, se analizaron las 
células T expandidas mediante citometría de flujo para determinar los marcadores de células T y la reactividad para 5 
tetrámeros pp65 de CMV.  
 
Experimentos con animales 
 
Se obtuvieron ratones hembra C57BL/6 de tipo natural o Nu/Nu de Taconic M&B. Se inyectaron células tumorales 10 
humanas Panc01 en ratones Nu/Nu inmunodeficientes. Sobre los tumores detectables, se inyectaron los tumores 1x 
con 1x10e9 VP de virus con TMZ-CD154 por ratón. Se midió el volumen del tumor a diferentes puntos de tiempo. Se 
inyectaron células tumorales murinas Panc02 en ratones de tipo natural. Se trataron los ratones dos veces a la 
semana con un adenovirus que portaba TMZ-CD154+4-1BBL murino (1x10e9 VP/ratón). Se administró gemcitabina 
(25 mg/kg) una vez a la semana. Se monitorizó el tamaño del tumor. Modelo ortotópico: se anestesiaron los ratones 15 
y se cateterizaron (INSYTE.w24Gx3/4; BD Biosciences). Se incubaron previamente las vejigas con 100 ul de poli-L-
lisina 0,1 ug/ml (PLL, PM 70.000-150.000) (Sigma-Aldrich) para potenciar la adherencia de células tumorales. Luego 
se implantaron las células MB49 (2,5x10e5/ratón) en la vejiga. Los ratones recibieron un tratamiento intravesical 
local de Ad5-CD154 o Ad5 simulado murina de replicación defectuosa (1x10e8 ffu). Antes de la instilación vectorial, 
se lavaron previamente las vejigas tres veces con el potenciador de transducción Clorpactin WCS-90 (disolución al 20 
0,1%) (United-Guardian) y un lavado con PBS. Para la determinación de la cantidad de células mieloides y células T 
dentro del tumor de la vejiga, 24 horas después del tratamiento, se tomaron los tumores, se ultracongelaron en 
nitrógeno líquido y después se tiñeron y se evaluaron para determinar la presencia de células CD11b

+
Gr-1

+
 

mediante inmunohistoquímica. Se alteró mecánicamente una parte del tumor para células únicas y se analizó 
mediante citometría de flujo para determina el número de células T infiltrantes. El modelo pmel: se hicieron crecer de 25 
manera subcutánea células tumorales B16 en ratones C57BL6. Se dividieron los ratones en cuatro grupos. El primer 
grupo recibió sólo PBS como control negativo. El segundo grupo se trató con AdCD40L, el tercer grupo con células T 
pmel y el cuarto grupo se trató primero con AdCD40L como cebador para terapia de células T pmel. El comité ético 
regional en Uppsala, Suecia, Dinamarca, aprobó todos los experimentos con animales: C86/10 y C54/13.  
 30 
Inmunohistoquímica  
 
Se fijaron secciones de 6 µm de tejido ultracongelado embebidas en OCT (Tissue-Tek Sakura) en acetona enfriada 
con hielo (Sigma-Aldrich) durante 10 minutos y se equilibraron en PBS. Se bloquearon los portaobjetos en suero de 

cabra normal al 10% (Dako) en PBS e IgG2b de rata no específico (BD Biosciences, 5 µg/ml) durante 2 horas antes 35 

de la incubación con anticuerpos primarios (2 µg/ml, anti-CD11b murino de rata conjugado con PE (clon M1/70, BD 
Biosciences), anti-Gr-1 murino de rata conjugado con FITC (clon RB6-8C5, BD Biosciences) diluido en disolución de 

bloqueo durante 1 h a TA. Se contratiñeron los núcleos con 2 µg/ml de Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich), seguido por 
lavado exhaustivo en PBS y la fijación con Fluoromount G (Southern Biotech). Se tomaron imágenes microscópicas 
que cubrían una sección del tumor entera por muestra en un microscopio Nikon Eclipse E100 equipado con una 40 
cámara Nikon DXM 1200 (Nikon Instruments Europe) usando un objetivo PlanApochromat 20x/0.75 (Nikon). Se 
analizaron las imágenes con ImageJ (NIH). Para determinar el número de células CD11b

+
Gr-1

+
, se definió el área 

positiva doble mediante umbrales manuales y se contaron los núcleos dentro de este área y la región de interés 
(ROI). Se expresó el número de células en relación a las ROI totales.  
 45 
El modelo de bucle de sangre 
 
Se hizo circular sangre completa en tubos heparinizados (2 ml/tubo). Se inyectaron los virus y después de 4 horas 
se tomaron las muestras de incubación para el análisis de activación complementaria y de citocinas. Se usaron 
muestras previas como control. Se inyectaron bucles de control con PBS o con el anticuerpo de activación anti-50 
CD28. 
 
Ejemplo 1 
 
Transferencia y expresión del gen TMZ-CD154 usando un vehículo génico de plásmido 55 
 
Para ejemplificar que un sistema de transferencia génica de plásmido puede usarse para transferir el gen TMZ-
CD154 que conduce a la expresión de TMZ-CD154 en células transfectadas, se ha construido un vehículo génico de 
plásmido-TMZ-CD154 y se ha sometido a prueba su capacidad para administrar TMZ-CD154 a las células. El 
plásmido-TMZ-CD154 se construyó insertando el gen TMZ-CD154 humano en un plásmido de expresión pUC57-60 
Kan tal como se describe en “Materiales y métodos”. Luego se transfectó el plásmido (5 ug) en células 293 (1x10

6
) y 

se determinó la expresión de TMZ-CD154 en las células transfectadas en el día 2 después de la transfección. En 
primer lugar, se lisó una proporción de las células mediante un tampón RIPA estándar y se analizó mediante 
electroforesis en gel e imunotransferencia de tipo Western (figura 2A). Se dividieron en dos grupos cada una de las 
células 293 transfectadas o bien con TMZ-CD154 o bien con plásmidos simulados. Una de cada grupo no se llevó a 65 
ebullición en tampón de muestra reductor mientras que la otra se llevó a ebullición y contenía tampón de muestra 
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reductor. En este sentido, pudo identificarse TMZ-CD154 como monómero (reducido) u oligómeros (no reducido). 
Ambos grupos con células transfectadas simuladas fueron negativos para CD154. En los grupos de TMZ-CD154, 
pudo detectarse TMZ-CD154 monomérico tanto en el grupo reductor como en el grupo no reductor tal como se 
esperaba. Sin embargo, la cantidad fue menor que en el grupo reducido. Sólo en el grupo no reducido pudieron 
detectarse oligómeros de TMZ-CD154. De manera interesante, pudo detectarse CD154 de tipo natural en forma 5 
monomérica en ambos grupos, sugiriendo que la expresión de TMZ-CD154 también desencadena la expresión de 
CD154 de tipo natural. En segundo lugar, se analizaron las células restantes mediante citometría de flujo. La 
transfección de células 293 usando plásmido-TMZ-CD154 dio como resultado una expresión superficial celular 
robusta de TMZ-CD154 mientras que un plásmido de control simulado no dio como resultado la expresión de TMZ-
CD154 (figura 2B). En tercer lugar, se analizaron mediante ELISA los sobrenadantes de células tumorales sin 10 
transducir o transducidas con virus que expresan TMZ-CD154, CD154 de tipo natural o sin transgenes (simulado) 
para determinar la liberación de CD154 en el medio. Los resultados demuestran que TMZ-CD154 no se libera en 
grandes cantidades en el sobrenadante celular en comparación con CD154 de tipo natural (figura 2C). CD154 
normalmente conduce a la activación y proliferación de células T. TMZ-CD154 carece del dominio de señalización 
intracelular y para demostrar que TMZ-CD154 no provoca autoproliferación incontrolada en células T que expresan 15 
TMZ-C154, se activaron las células T con OKT-3 e IL2 antes de la transducción con Ad5/35-TMZ-CD154, Ad5/35 
simulado o se dejaron sin transducir. Se cultivaron las células con o sin IL2 durante 48 horas y se determinó el 
número de células. En la figura 2D se muestra que IL2 conduce a la expansion de las células T y que la adición de 
TMZ-CD154 no inducirá proliferación adicional. Las células T no proliferarán sin la adición de IL2 
independientemente de la presencia de TMZ-CD154.  20 
 
Ejemplo 2 
 
Transferencia y expresión del gen TMZ-CD154 usando un vehículo génico viral 
 25 
Para ejemplificar que un sistema de transferencia de vehículo génico viral puede usarse para transferir el gen TMZ-
CD154 conduciendo a su expresión en células, se ha construido un vehículo génico basado en adenovirus (Ad5/35-
TMZ-CD154). Se usó Ad5/35-TMZ-CD154 para transducir células 293 y después pudo detectarse de manera 
robusta la expresión del gen TMZ-CD154 en la superficie celular de estas células mientras que un virus de control 
simulado no pudo inducir la expresión de TMZ-CD154 (figura 3A).  30 
 
Ejemplo 3 
 
Transferencia y expresión del gen TMZ-CD154 en células tumorales  
 35 
Para ejemplificar que puede diseñarse por ingeniería genética células tumorales para expresar TMZ-CD40L, se 
transfirió TMZ-CD154 a una línea celular tumoral derivada de cáncer de páncreas (Panc01) usando el vector 
Ad5/35-TMZ-CD154. La línea celular transducida expresó TMZ-CD154 tras la transducción con Ad5/35-TMZ-CD154 
pero no con un vector de control simulado (figura 3B). Tal como se muestra previamente, pueden usarse de manera 
eficaz células tumorales que expresan CD154 como vacunas de células tumorales en modelos experimentales 40 
(Loskog A et al. JU 2001), y usarse para estimular la activación de DC y la expansión de células T in vitro (Loskog A 
et al. CGT 2002; Loskog et al. JI 2004; Loskog et al. CII 2006).  
 
Ejemplo 4 
 45 
Evaluación de la eficacia de destrucción celular del vector oncolítico Ad5/35-TMZ-CD154  
 
Para ejemplificar que pueden lisarse células tumorales mediante un vector oncolítico Ad5/35-TMZ-CD154, se 
transdujeron células tumorales (A) Panc01, B) MiaPaCa2, C) BxPC3) y D) Karpas-422 con Ad5/35-TMZ-CD154 (MOI 
100 ffu/célula). En el día 3, se analizó la viabilidad de las células en una ensayo de viabilidad celular descrito en 50 
“Métodos y materiales”, y los resultados demostraron claramente que el vector oncolítico Ad5/35-TMZ-CD154 fue 
mejorar para destruir células tumorales que usar un virus defectuoso en replicación o en comparación con células 
sin transducir (figura 4). El grupo competente en replicación de Ad5/35-TMZ-CD154 mostró citotoxicidad potenciada 
en comparación con el vector competente en replicación de Ad5/35 simulado correspondiente usando la línea celular 
Panc01, y las otras dos líneas celulares también mostraron esta citotoxicidad aumentada en grupos de TMZ-CD154 55 
pero la diferencia no alcanzó significancia. El virus fue igualmente eficaz en la línea celular del linfoma Karpas-422.  
 
Ejemplo 5 
 
Transferencia y expresión del gen TMZ-CD154 en células dendríticas  60 
 
Para ejemplificar que pueden activarse células que presentan antígenos tales como células dendríticas por TMZ-
CD154, se realizaron estudios de activación en células humanas. Se clasificaron los monocitos de células 
mononucleares de sangre periférica preparadas a partir de capas leucocitarias tal como se describe en “Métodos y 
materiales” usando perlas MACS CD14. Luego se cultivaron los monocitos durante siete días con IL-4 y GM-CSF 65 
para diferenciarlos en células dendríticas inmaduras. Luego se cocultivaron las células dendríticas inmaduras con 
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células 293 transfectadas con el plásmido-TMZ-CD154 o control simulado. Después de 2 días, se recolectaron las 
células y los sobrenadantes y se analizaron para determinar el estado de activación de las células dendríticas 
mediante citometría de flujo (marcador de activación de CD83) y ELISA (marcador de activación de IL-12). Los 
resultados demostraron que las células dendríticas sometidas a estimulación con TMZ-CD154 maduraron en un 
fenotipo activado que aumentó la expresión de CD83 y produjo niveles altos de IL-12 (figura 5A, B). Los resultados 5 
también demostraron que CD154 unido a membrana incluyendo TMZ-CD154 induce un alto grado de activación de 
las células dendríticas dado que las células dendríticas estimuladas con TMZ-CD154 expresan una cantidad 
significativamente mayor de IL-12 que las formas soluble trimerizada (stCD40L) o multimérica de CD154 (sCD40L 
multímero).  
 10 
Ejemplo 6 
 
Transducción de células dendríticas con Ad5/35-TMZ-CD154  
 
A. Para ejemplificar que pueden transducirse células que presentan antígenos, tales como células dendríticas, con el 15 
vector Ad5/35-TMZ-CD154, se transdujeron células dendríticas inmaduras con este vector o control simulado. Los 
resultados demostraron que las células dendríticas transducidas con Ad5/35-TMZ-CD154 maduraron en células 
dendríticas activadas que expresan CD83 que producen IL-12 (figura 6A, B). Las DC activadas por Ad5/35-TMZ-
CD154 tuvieron también expresión aumentada de HLA-DR, CD86 y CD70 (figura 6A).  
 20 
B. Para ejemplificar que células que presentan antígenos, tales como células dendríticas, activadas por TMZ-CD154 
puede inducir respuestas de células T específicas de antígenos, tales como células T específicas de CMV anti-
virales, se cultivaron células dendríticas transducidas con Ad5/35-TMZ-CD154 o control simulado con péptidos pp65 
de CMV y se cocultivaron con células T autólogas tal como se describe en “Métodos y materiales”. Después de una 
expansión de 11 días, se determinó el nivel de células T específicas de pp65 mediante tinción de tetrámeros y 25 
citometría de flujo. Los resultados muestran que las células dendríticas activadas con TMZ-CD154 pudieron activar y 
expandir células T específicas de pp65 (figura 7).  
 
Ejemplo 7  
 30 
Se ha observado previamente que el adenovirus que expresa CD154 humano puede inducir la activación de células 
inmunitarias derivadas de perro (von Euler et al. JIT 2008), y las CMSP de caballo también muestran la activación 
tras adenovirus que expresa CD154 dado que la población de linfocitos expande la transducción después del virus 
de las CMSP (véase “Métodos y materiales”) (figura 8A). Además, MCP-1 está aumentado en los sobrenadantes de 
las CMSP transducidas (figura 8B).  35 
 
Ejemplo 8  
 
Control del crecimiento del tumor in vivo  
 40 
Para ejemplificar que Ad5/35-TMZ-CD154 puede controlar el crecimiento del tumor in vivo, se trataron ratones con 
tumores Panc01 de xenoinjerto humano 1x con Ad5/35-TMZ-CD154 o PBS. En el día 7, se midió el volumen del 
tumor. Los resultados demuestran que Ad5/35-TMZ-CD154 puede inhibir la progresión del tumor in vivo debido a la 
capacidad oncolítica del virus (figura 9). Los efectos inmunológicos del virus no pueden evaluarse en modelos 
murinos dado que TMZ-CD154 humano no reacciona de manera cruzada con CD40 murino. Además, el virus no se 45 
replica en tumores murinos, por tanto, debe usarse modelos de xenoinjerto humano en ratones inmunodeficientes.  
 
Ejemplo 9 
 
Combinación de TMZ-CD154 con otros inmunomoduladores en sistemas vectoriales  50 
 
Para ejemplificar que TMZ-CD154 puede combinarse con otros moduladores inmunitarios, se diseñó por ingeniería 
genética el constructo del gen TMZ-CD154 junto con o bien el gen del ligando 4-1BB o un gen para un scFv anti-
IL6R en sistemas de plásmido y vector adenoviral.  
 55 
SEQ ID NO: 6 (ADN), SEQ ID NO: 7 (proteína)  
 
Gen TMZ-CD154/4-1BBL  
 
1-6: secuencia de Kozak 60 
 
7-768: 4-1BBL  
 
769-831: péptido T2A  
 65 
832-1668: TMZ-CD154  
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SEQ ID NO: 8 (ADN), SEQ ID NO: 9 (proteína)  
 
Gen de TMZ-CD154/ scFv aIL6R 
 5 
1-6: secuencia de Kozak  
 
7-59: SigPep  
 
60-798: scFv aIL6R 10 
 
799-861: péptido T2A 
 
862-1698: TMZ-CD154 
 15 

E15713906
03-09-2019ES 2 744 479 T3

 



38 

 
 
Ejemplo 10 
 
Expresión de genes TMZ-CD154/4-1BBL/ scFv aIL6R en células  5 
 
A. Para ejemplificar que el plásmido-TMZ-CD154/4-1BBL y el plásmido- scFv aIL6R pueden usarse para transferir 
los genes TMZ-CD154/4-1BBL/ scFv aIL6R e inducir la expresión de éstos en células, se usaron plásmido- TMZ-
CD154/4-1BBL y plásmido- scFv aIL6R para transfectar células 293. Los resultados demuestran que todos los 
transgenes pueden expresarse tras la transfección con estos plásmidos (figura 10). Véase “Métodos y materiales”.  10 
 
B. Para ejemplificar que TMZ-CD154 puede expresarse en posición trans con otro gen separado por un péptido 2A, 
se usó Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL para transducir células dendríticas. Los resultados demuestran que ambos 
transgenes pueden expresarse tras la transducción con estos vectores virales (figura 11). Véase “Métodos y 
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materiales”.  
 
Ejemplo 11  
 
Activación de células dendríticas combinando TMZ-CD154 con ligando 4-1BB o scFv aIL6R 5 
 
Para ejemplificar que la combinación de TMZ-CD154 y ligando 4-1BB puede activar células que presentan antígenos 
tales como células dendríticas, se transdujeron células dendríticas inmaduras con vectores Ad5/35-TMZ-CD154, 
Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL o Ad5/35-TMZ-CD154/ scFv aIL6R, con un vector simulado o se dejaron sin transducir. 
Los resultados demuestran que las células dendríticas transducidas maduraron y se activaron tras la expresión de 10 
los transgenes tal como se muestra mediante su expresión de CD83 (figura 12). Además, estos virus de 
combinación dieron como resultado la regulación por incremento de CD70 en las células dendríticas en comparación 
con TMZ-CD154 solo incluso si el virus que contenía TMZ-CD154 dio como resultado la expresión de CD70 mayor 
que si las células dendríticas se estimularan con un virus simulado vacío (figura 13). Además, las células dendríticas 
transducidas expresaron niveles mayores de IFNg e IL12 en el grupo Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL (figura 14). Veáse 15 
“Métodos y materiales”.  
 
Ejemplo 12 
 
Activación de células T específicas de antígenos 20 
 
Para ejemplificar que las células dendríticas estimuladas por o bien la combinación de TMZ-CD154/4-1BBL o bien la 
combinación de TMZ-CD154/aIL6R pueden activar células T específicas de antígenos, se cocultivaron las células 
dendríticas pulsadas con péptidos pp65 de CMV transducidos con o bien el vector Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL o 
bien el vector Ad5/35-TMZ-CD154/ scFv aIL6R con células T autólogas. Después de una expansión de 11 días, se 25 
determinó el número de células T específicas de pp65 activadas. Los resultados muestran que las células 
dendríticas estimuladas con o bien Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL o bien Ad5/35-TMZ-CD154/ scFv aIL6R pueden 
activar y expandir células T específicas de antígenos en comparación con el número de células T específicas de 
antígeno en las células mononucleares de un determinado donante (figura 15A). Las células dendríticas 
transducidas con virus que contenían tanto TMZ-CD154 como ligando 4-1BB o scFv aIL6R indujeron un mayor 30 
número de células después de la expansión que las células dendríticas transducidas con virus que contenían TMZ-
CD154 solo (figura 15B). El virus tanto con TMZ-CD154 como con ligando 4-1BB expandió también linfocitos 
citolíticos naturales en los cultivos (figura 15C). Veáse “Métodos y materiales”.  
 
Ejemplo 13 35 
 
TMZ-CD154 combinado con otros tratamientos  
 
Para ejemplificar que TMZ-CD154 puede combinarse con otras terapias, se trataron las células tumorales con 
Ad5/35-TMZ-CD154, Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL o A5/35-TMZ-CD154/aIL6R solo y en combinación con 40 
gemcitabina (100 uM). Los resultados demuestran que Ad5/35-TMZ-CD154 puede combinarse con otros 
tratamientos sin perder su capacidad para destruir células cancerosas y que la combinación con otros tratamientos 
aumenta la muerte de células tumorales (figura 16A). Se hicieron crecer células tumorales pancreáticas murinas 
Panc02 en ratones C57BL6 y se trataron con un adenovirus oncolítico que portaba TMZ-CD154+4-1BBL dos veces 
a la semana 6x +/- semanalmente (3 veces) con gemcitabina (25 mg/kg). Se evaluó el crecimiento del tumor con el 45 
tiempo. C) Se transdujeron células pancreáticas humanas Panc01 tal como en (A) anteriormente y se cultivaron con 
o sin paclitaxel (2 uM). * indica diferencias de p<0,05. Veáse “Métodos y materiales”.  
 
Ejemplo 14  
 50 
El TMZ-CD154 humano no puede activar CD40 murino. Se insertó por tanto una CD154 murina en un vector Ad5 
para demostrar que puede usarse la activación inmunitaria mediada por Ad-CD154 in vivo para sensibilizar 
previamente el tumor a la terapia de células T reduciendo la presencia de células supresoras derivadas de mieloides 
que permite la infiltración y supervivencia de células T en el entorno tumoral. Los resultados muestran que tumores 
tratados con Ad-CD154 redujeron el número de células supresoras derivadas de mieloides (figura 17A) y 55 
aumentaron su capacidad para atraer y activar células T infiltrantes de tumor (figura 17B). Veáse “Métodos y 
materiales”. De hecho, TMZ-CD154 puede, solo o junto con 4-1BBL, regular por incremento E-selectina e ICAM-I en 
la superficie de células endoteliales. E-selectina e ICAM-I son importantes para captar linfocitos mediante la fijación 
y diapédesis aumentadas (figura 18).  
 60 
Ejemplo 15 - sumario de datos preclínicos en relación a LOAd703 
 
Capacidad oncolítica 
 
Se ha evaluado la capacidad de LOAd703 para inducir la oncólisis de células tumorales en un panel de líneas 65 
celulares de cáncer de páncreas. Todas las líneas celulares transducidas con LOAd703 expresaron los transgenes 
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TMZ-CD40L y 4-1BBL y se observó una muerte celular dependiente de la dosis con el tiempo. Las células murieron 
principalmente de apoptosis tal como se muestra detectando anexina V mediante citometría de flujo. Sin embargo, 
las células inmunitarias de donante sanas tales como DC, células T o linfocitos citolíticos naturales no murieron de 
oncólisis mediada por LOAd703 incluso si se detectó la expresión del transgén (DC, células T). Además, LOAd703 
no se replicó en células pancreáticas exocrinas normales demostrando la replicación regulada de este OV (figura 5 
19). La replicación de LOAd703 no está restringida a células de cáncer de páncreas, otros tumores pueden 
seleccionarse como diana así de igual manera ya que la mayoría de los tumores tienen una ruta Rb desregulada. 
Por tanto, LOAd703 pudo inducir de manera eficaz la oncólisis de otras líneas celulares de tumor derivado de 
linfoma de células B o adenocarcinoma de pulmón. Además, la muerte de células tumorales debido a la oncólisis 
mediada por LOAd703 puedo potenciarse con agentes quimioterapéuticos tales como gemcitabina o paclitaxel 10 
comúnmente usados para pacientes con cáncer de páncreas (figura 16).  
 
Se usó LOAd703 como inyecciones peritumorales de dosis única o múltiple (hasta 6 veces) en ratones 
xenoinjertados con tumores establecidos de cáncer de páncreas subcutáneos humanos. LOAd703 pudo inducir la 
regresión del tumor dependiente simplemente de la oncólisis dado que los modelos de xenoinjerto utilizan ratones 15 
inmunodeficientes. En modelos agresivos (tumores grandes), la gemcitabina puedo aumentar de manera 
significativa la eficacia de LOAd703. Estos datos proporcionan un fundamento de que debe usarse LOAd703 en 
combinación con gemcitabina de tratamiento habitual para pacientes con cáncer de páncreas (figura 16).  
 
Efecto inmunoestimulador 20 
 
La transducción de LOAd703 de células dendríticas derivadas de monocitos humanos indujo su maduración tal 
como se muestra mediante la expresión de la regulación por incremento de los marcadores de superficie celular 
tales como CD83 y CD70 (figuras 12 y 13). Las DC maduras también expresaron y liberaron las citocinas IL12, 

TNFα, IL21 e IFNγ que promueven Th1 (figura 14). En cambio, las DC activadas pudieron inducir respuestas de 25 
células T específicas e inducir la expansion de tanto células T como linfocitos citolíticos naturales (figura 15). Por 
tanto, LOAd703 pude inducir potencialmente la inmunidad mediada por Th1 contra células tumorales. Se 
demostraron las respuestas inmediatas para LOAd703 en sangre completa en un modelo de bucle de sangre de 
donante sano en el que el virus se añade a sangre completa circulante in vitro. Los resultados demuestran que el 
virus de serotipo 5/35 LOAd703 no indujo la activación complementaria o la liberación de citocinas inmediata, y fue 30 
comparable con un virus de adenoserotipo 5 que codifica para CD40L que se ha usado en pacientes (figura 20).  
 
Desafortunadamente, LOAd703 no puede investigarse para determinar su efecto inmunoestimulador en modelos 
animales porque las células murinas carecen de CD46, el receptor para la captación viral. Incluso si la transducción 
in vitro puede llevarse a cabo con una razón de virus con respecto a célula alta, es difícil alcanzar la dosis alta de 35 
virus por célula necesaria para la transducción eficaz in vivo. Sin embargo, se usó una versión murina de LOAd703 
(mLOAd703) que expresa TMZ-CD40L y 4-1BBL murinos en un modelo murino de cáncer de páncreas. Se 
transdujeron las células tumorales murinas in vitro y para expresar los dos transgenes murinos TMZ-CD40L y 4-
1BBL. Luego se inyectaron las células tumorales transducidas en ratones y se monitorizaron los ratones para 
determinar el crecimiento del tumor. Las células tumorales CD40L+4-1 BBL+ activaron la inmunidad antitumoral y 40 
formaron tumores. Los tumores de control que carecen de CD40L y 4-1BBL formaron tumores en 14 días.  
 
Dado que las células endoteliales expresan CD40, pueden reaccionar para la señalización de CD40L. En un modelo 
que usa células endoteliales humanas (HUVEC), se ha demostrado que las células HUVEC regulan por incremento 
receptores para la fijación de células T, el rodamiento y la diapédesis tras la transducción de LOAd703 (figura 18). 45 
Por tanto, LOAd703 puede potenciar la infiltración de células T en el parénquima tumoral previniéndose así la 
localización de linfocitos infiltrantes de tumor al estroma, un problema común para la actividad de células T 
específicas de tumor. LOAd703 no transduce células murinas in vivo dado que las células murinas carecen de CD46 
tal como se indicó anteriormente. Los adenovirus de serotipo 5 son mejores para transducir células murinas. Por 
tanto, se usó un virus Ad5 que portaba CD40L murino para demostrar que las células HUVEC expresaban los 50 
receptores cruciales para la fijación de células T, el rodamiento y la diapédesis tras la transducción, y que la 
transferencia génica al tumor in vivo de hecho induce una infiltración masiva de células T activadas mostrando que 
LOAd703 también puede usarse de manera eficaz para cebar tumores antes de la terapia de células T (figura 21). 
 
Sumario de datos de toxicidad in vivo 55 
 
La eficacia completa, y posible toxicidad, de virus oncolíticos basados en adenovirus dotados con genes 
inmunoestimuladores humanos es difícil de estimar usando modelos animales. En primer lugar, los adenovirus no se 
replican suficientemente en células murinas. Por tanto, la oncólisis necesita determinarse en modelos de xenoinjerto 
usando células tumorales humanas en ratones inmunodeficientes. La toxicidad fuera de la diana, por ejemplo la 60 
propagación del virus que conduce a la transducción y posible oncólisis de células sanas no puede determinarse en 
ratones. Sin embargo, los datos in vitro mostraron que LOAd703 no se replicaba en células normales incluyendo 
células pancreáticas exocrinas. La toxicidad debido a la expresión del transgén también se dificulta dado que CD40L 
humano no es reactivo en células murinas. Además, dado que las células tumorales murinas no expresan CD46, la 
transducción del virus se restringe a situaciones in vitro en las que las pueden aumentarse las partículas virales por 65 
célula para eludir la necesidad de CD46. Se inyectaron por tanto de manera subcutánea las células de cáncer de 
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páncreas murino transducidas in vitro que expresan TMZ-CD40L y 4-1BBL murinos en ratones para determinar la 
posible toxicidad de la expresión del transgén. No se observaron reacciones adversas tras inyecciones repetidas 
(3x).  
 
Se inyectó también LOAd703 repetidamente (4 veces) en hámsteres sirios que portan tumores. Los adenovirus 5 
muestran alguna actividad oncolítica en hámsteres sirios, sin embargo, los transgenes humanos no funcionan de 
manera óptima y hay pocas herramientas para medir reacciones inmunitarias antitumorales bien definidas en el 
hámster. Sin embargo, no se observaron reacciones adversas en los hámsteres tratados.  
 
Ejemplo 16 – prueba de concepto para TMZ-CD154+4-1BBL (LOAd703)  10 
 
Se ha desarrollado un protocolo para un ensayo clínico para obtener una prueba de concepto para la eficacia de 
TMZ-CD154+4-1BBL. Se ha producido el virus oncolítico Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL en condiciones de BPF y se 
usará como una especialidad farmacéutica de investigación para tratar pacientes con cáncer de páncreas 
diagnosticado con 1-3 metástasis empezando su primer tratamiento con gemcitabina de tratamiento habitual. Se 15 

administró el virus (500 µl) mediante inyección intratumoral guiada por imagen en este estudio mientras que en otros 
estudios con la enfermedad más propagada, se puede considerarse la administración sistémica. Este ensayo de 
fase I/IIa evaluará un máximo de 17-26 pacientes dependiente del perfil de seguridad. De manera breve, una 
primera cohorte de pacientes recibirá una dosis única de Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL (1x10e11 VP) complementaria 
a su tratamiento con gemcitabina de tratamiento habitual. La siguiente cohorte recibirá una dosis de aumento 20 
escalonado de 5x10e11 VP de Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL (figura 22). Si la dosis única es segura, la siguiente 
cohorte recibirá dosis repetidas (6x) de Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL (5x10e11 VP/tratamiento) complementarias al 
tratamiento habitual (figura 23). Se monitorizarán los pacientes para determinar la seguridad, la eficacia sobre el 
control del tumor, la farmacocinética del virus y la formación de anticuerpos anti-virus así como para determinar la 
activación inmunitaria incluyendo células inmunitarias fenotípicas y midiendo el suero o plasma y las biopsias para 25 
marcadores de proteína tales como citocinas. Un ensayo de fase I/IIa exitoso conducirá a un estudio de fase IIb 
aleatorizado que compara gemcitabina sola con la combinación de gemcitabina y Ad5/35-TMZ-CD154/4-1BBL.  
 
A continuación, se describe el estudio en más detalle.  
 30 
Producto de investigación: LOAd703  
 
Sustancia activa: adenovirus de serotipo 5/35 modificado que contiene un casete transgénico impulsado por el 
promotor CMV con los transgenes humanos para un ligando CD40 unido a membrana (TMZ-CD40L) y 4-1BBL de 
longitud completa.  35 
 
Fabricante: Baylor College de Medicina, Houston, TX.  
 

Dosis: 1-5x10
11

 partículas de virus (VP) en 500 µl de suspensión por inyección. Una mayor concentración de 
partículas virales en 500 ul de suspensión puede causar la agregación de las partículas virales y no se recomienda.  40 
 
Forma de dosificación: partículas adenovirales de LOAd703 en suspensión, 650 ul por vial, 1x10

12
 VP/ml, (dosis 

baja; 2x10
11

 VP/ml).  
 
Administración  45 
 
LOAd703 se administrará mediante inyección intratumoral guiada por imagen de 500 ul de virus LOAd703 en 
suspensión. Dependiendo de la localización del tumor, pueden usarse diferentes técnicas de imagen a la discreción 
del investigador.  
 50 
Para tumores fácilmente accesibles para inyección percutánea, puede administrarse LOAd703 preferiblemente 
mediante inyección abdominal percutánea guiada por ultrasonidos de la metástasis del tumor. Otros tumores pueden 
ser más accesibles a través de inyección endoscópica guiada por ultrasonidos. Otras técnicas de obtención de 
imágenes tales como inyecciones guiadas por tomografía computarizada (CT) también pueden usarse a la 
discreción del investigador.  55 
 
Fundamento para las dosis de fase I/IIa  
 
La dosis inicial será una única inyección de 1x10

11
 VP de LOAd703 en un suspensión de 500 ul por tratamiento. El 

fundamento se basa en experiencias previas con inyección intratumoral del predecesor de AdCD40L que se ha 60 
inyectado repetidamente de manera segura (4-8) a la dosis de 2,5x10

11
 VP en una suspensión de 500 ul. Se eligió 

una dosis inicial menor dado que LOAd703 a diferencia de AdCD40L es un virus oncolítico. Si esta dosis es segura 
en dos pacientes inscritos, el siguiente nivel de dosis es una dosis única de 5x10e

11
 VP en una suspensión de 500 

ul, que se administrará a dos pacientes adicionales. Los siguientes tres pacientes recibirán seis inyecciones 
intratumorales de LOAd703 cada dos semanas de la dosis elegida. Si es seguro, se usará la dosis múltiple para diez 65 
pacientes en la parte de la fase IIa del estudio para confirmar la seguridad en una cohorte más grande.  
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Dado que el sistema inmunitario se aumenta de manera escalonada para la reactividad tras la exposición repetida a 
estimulación, no se esperaba que quedara eficacia, o toxicidad, en los pacientes de dosis única. Se ha elegido por 
tanto el diseño 2+2 durante el aumento escalonado de la dosis usando dosis única, y para la dosis múltiple se usan 
3 pacientes estándar para confirmar la seguridad antes de entrar en la fase IIa.  5 
 
Si se determina la toxicidad limitante de dosis (DLT), pueden realizarse ajustes de la dosis.  
 
Población de pacientes  
 10 
El adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC) es uno de los cánceres más agresivos y tiene la tasa de mortalidad 
más alta de todos los cánceres principales. Incluso si el cáncer de páncreas es una indicación de orfandad, es el 
cuarto cáncer más mortal en los EEUU. Inicialmente, hay pocos síntomas y, por tanto, los pacientes se diagnostican 
a menudo cuando el tumor ya ha metastatizado. Tiene un perfil altamente resistente a fármacos y pocos fármacos 
han mostrado un beneficio de supervivencia significativo. Actualmente, el tratamiento habitual es gemcitabina, pero 15 
recientemente se aprobó la terapia de combinación con otros fármacos tales como paclitaxel para el cáncer de 
páncreas metastásico. El 10-20% de los pacientes diagnosticados tienen cáncer localizado pero sólo el 20% de ellos 
se someten a cirugía con quimioterapia adyuvante. La supervivencia de 1 año para el cáncer de páncreas es 
aproximadamente del 20% y después de 5 años, sólo el 6% siguen vivos. Sin embargo, considerando solo el 
subgrupo de pacientes elegibles para cirugía, la supervivencia global a los 5 años es del 20%.  20 
 
En este estudio, se inscribirán pacientes con enfermedad localmente avanzada (lesión única) y aquellos con 
lesiones avanzadas pero pocas (2-3).  
 
Objetivo del estudio y criterios de valoración  25 
 
Los pacientes diagnosticados con PDAC tienen opciones de tratamiento limitadas y un pronóstico lúgubre incluso si 
el tumor todavía está localizado en el páncreas o ha metastatizado en sólo unos pocos sitios. La terapia génica 
inmunoestimuladora local puede ser valiosa para pacientes con una sola o pocas lesiones pero con perfil de alto 
riesgo. Estos pacientes recibirán su terapia de tratamiento habitual (gemcitabina) que no sólo seleccionará como 30 
diana el tumor sino que también reducirá los niveles de células inmunitarias supresoras. LOAd703 se administrará a 
una única lesión. Las partículas de adenovirus propiamente dichas interactuarán con patrones moleculares 
asociados a patógenos (PAMP) tales como TLR2 y TLR9 que conducen a respuestas inflamatorias. La oncólisis 
ayudará a la captación del antígeno por células que presentan antígenos tales como DC y permitirá a viriones 
nuevos infectar células cercanas prolongando la expresión de los transgenes inmunoestimuladores. Mientras que 35 
TMZ-CD40L puede activar las DC que engloban antígenos tumorales para estimular respuestas de novo de CTL, 
linfocitos citolíticos naturales y macrófagos M1 y activa células endoteliales para aumentar la entrada de linfocitos en 
el parénquima tumoral, 4-1BBL puede reestimular células T infiltrantes de tumor y linfocitos citolíticos naturales 
preexistentes para ayudar a la erradicación de células tumorales así como prolongar la supervivencia de las células 
inmunitarias estimuladas de novo cuando entran al tumor. La inmunidad generada puede luego también actuar sobre 40 
células tumorales distantes para reducir la tasa de crecimiento del tumor o incluso prevenir la formación de nuevas 
lesiones metastásicas.  
 
Objetivos  
 45 
Fase I  
 
El objetivo de la fase I es determinar la factibilidad y seguridad de la inyección intratumoral guiada por imagen de 
LOAd703 a dos niveles de dosis, dos pacientes por dosis y seis inyecciones repetidas de la dosis elegida en tres 
pacientes durante el tratamiento de tratamiento habitual.  50 
 
Fase Ila  
 
El objetivo de la fase IIa es determinar la seguridad y el efecto de terapia de LOAd703 repetida combinada con una 
pauta de tratamiento habitual.  55 
 
Criterios de valoración  
 
Fase I  
 60 
El criterio de evaluación del componente de la fase I es evaluar la toxicidad.  
 
1. Toxicidad mediante criterios convencionales usando examen físico, análisis hematológico y de bioquímica clínica.  
 
2. Copias de virus de LOAd703 en sangre y biopsias (sólo dosis múltiple) usando PCR en tiempo real cuantitativa.  65 
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3. Anticuerpos anti-adenovirales en sangre usando ELISA.  
 
4. Perfil inmunológico de proteínas en sangre y lisados tumorales (sólo dosis múltiple) mediante ELISA y/o métodos 
basados en múltiplex tales como ProSeek. 
 5 
5. Perfil inmunológico de células en sangre mediante citometría de flujo y ELISPOT.  
 
6. Efecto sobre el tumor mediante obtención de imágenes apropiada dependiendo de la localización del tumor y 
monitorizando el marcador tumoral CA 19-9.  
 10 
Fase IIa  
 
Los criterios de evaluación de la parte de la fase IIa son efectos sobre el tumor y la seguridad.  
 
1. Toxicidad mediante criterios convencionales usando examen físico, análisis hematológico y de bioquímica clínica.  15 
 
2. Copias de virus de LOAd703 en sangre y biopsias usando PCR en tiempo real cuantitativa.  
 
3. Anticuerpos anti-adenovirales en sangre usando ELISA.  
 20 
4. Perfil inmunológico de proteínas en sangre y lisados tumorales mediante ELISA y/o métodos basados en múltiplex 
tales como ProSeek.  
 
5. Perfil inmunológico de células en sangre mediante citometría de flujo y ELISPOT.  
 25 
6. Efecto sobre el tumor mediante obtención de imágenes apropiada dependiendo de la localización del tumor y 
monitorizando el marcador tumoral CA 19-9.  
 
Diseño del ensayo 
 30 
Sumario del diseño del ensayo  
 
El ensayo consiste en una fase I de aumento escalonado de la dosis con dosis única y múltiple, y fase Ila de 
confirmación con dosis múltiple al nivel de dosis seleccionado en la fase I. Se inscribirán 7 pacientes en la fase I a 
menos que la DLT requiera ajustes de la dosis y cohortes adicionales antes de entrar en la fase IIa. Por tanto, puede 35 
tratarse un máximo de 7-16 pacientes en la fase I. Se inscribirá un máximo de 10 pacientes en el componente de la 
fase IIa. Aplicando la metodología de Gehan, el riesgo de que LOAd703 carezca de manera incorrecta de efecto 
(OR) después de 10 pacientes en la fase IIa en al menos un paciente a pesar del hecho de que el tratamiento en 
realidad confiere hasta el 30% de OR, es menos del 5%. En total, el estudio pretende tratar un máximo de 17-26 
pacientes.  40 
 
Fase I  
 
Se informará a los pacientes sobre el estudio y firmarán la autorización por escrito mediante la que entran a una fase 
de cribado para determinar la elegibilidad incluyendo el muestreo para el estado de salud y radiología. Los pacientes 45 
iniciarán su primer ciclo de tres semanas de tratamiento habitual con gemcitabina (1000 mg/m

2
) seguido por una 

semana de descanso. Durante la semana de descanso, los primeros dos pacientes recibirán una dosis de inyección 
intratumoral guiada por imagen de 1x10

11
 VP de LOAd703 y los dos pacientes consecutivos una dosis de 5x10

11
 VP 

de LOAd703 (figura 22). El tratamiento de los dos pacientes consecutivos puede empezar cuando los dos primeros 
pacientes hayan superado el seguimiento final sin toxicidad limitante de dosis (DLT). Los pacientes permanecerán 50 
durante la noche después del tratamiento con virus para observación. Posteriormente, los pacientes continuarán otro 
ciclo de tres semanas de gemcitabina y una semana de descanso. Se tomarán muestras de sangre para evaluar la 
toxicidad, la farmacocinética del virus (por ejemplo, la propagación a la sangre) y reacciones inmunitarias tal como 
se indica en la figura 22. Durante el cribado del estudio y el seguimiento final, los pacientes se someterán a 
radiología después de la que abandonarán el estudio.  55 
 
Si el régimen de dosis única es seguro, los siguientes tres pacientes recibirán múltiples inyecciones intratumorales 
(6x) cada dos semanas en paralelo a su tratamiento habitual de terapia con gemcitabina (figura 23). Si no se 
producen reacciones inmediatas después de la inyección de LOAd703 durante el aumento escalonado de la dosis 
en los primeros cuatro pacientes de dosis única, los pacientes que reciben dosis múltiple no necesitan permanecer 60 
durante la noche pero se observarán durante al menos 4 horas después de la inyección del virus, a la discreción del 
investigador, y pueden darse de alta del hospital.  
 
Se tomarán las biopsias antes de la primera y una semana después de la última inyección de LOAd703. Se tomarán 
muestras de sangre a diferentes puntos de tiempo para evaluar la toxicidad, la farmacocinética del virus (por 65 
ejemplo, la propagación a la sangre) y reacciones inmunitarias tal como se indica en la figura 23. Cada mes, se 
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usará la imagen para determinar el tamaño del tumor. A los seis meses, los pacientes se someterán a análisis del 
seguimiento final y después el paciente abandonará el estudio. Después de la participación en el ensayo, los 
pacientes continuarán su régimen de tratamiento habitual de acuerdo con las rutinas clínicas en el hospital.  
 
Cuando tres pacientes se hayan tratado con una dosis segura de múltiples inyecciones del virus, tal como se juzga 5 
cuando todos estos pacientes hayan pasado al menos dos semanas desde la dosis del virus final, puede iniciarse la 
parte de la fase Ila del ensayo.  
 
Si se produce DLT durante el aumento escalonado de la dosis o dosis múltiple, debe ajustarse la dosis.  
 10 
Fase IIa  
 
Se informará a los pacientes sobre el estudio y firmarán la autorización por escrito mediante la que entran a una fase 
de cribado para determinar la elegibilidad incluyendo el muestreo para el estado de salud y obtención de imágenes. 
Los pacientes iniciarán su primer ciclo de tres semanas de tratamiento habitual con gemcitabina (1000 mg/m

2
) 15 

seguido por una semana de descanso. Durante la semana de descanso, los pacientes iniciarán un tratamiento con 
LOAd703 con inyección intratumoral guiada por imagen de la dosis seleccionada de LOAd703. Las inyecciones de 
LOAd703 se proporcionarán cada dos semanas en paralelo a su tratamiento habitual de terapia con gemcitabina. Se 
proporcionarán seis dosis de virus.  
 20 
Se tomarán las biopsias antes de la primera y una semana después de la última inyección de LOAd703. Se tomarán 
muestras de sangre a diferentes puntos de tiempo para evaluar la toxicidad, la farmacocinética del virus (por 
ejemplo, la propagación a la sangre) y reacciones inmunitarias tal como se indica en la figura 23. Cada mes, la 
radiología determinará el tamaño del tumor. A los seis meses, los pacientes se someterán a análisis del seguimiento 
final y después el paciente abandonará el estudio. Después de la participación en el ensayo, los pacientes 25 
continuarán su régimen de tratamiento habitual de acuerdo con las rutinas clínicas en el hospital. En total, se 
tratarán 10 pacientes en la fase IIa. 
 
Duración del estudio 
 30 
Los pacientes participarán en el estudio durante de dos (dosis única) a seis meses (dosis múltiple). En total, se 
inscribirán 17-26 pacientes. El estudio se estima que va a completarse en 2 años.  
 
Final del estudio 
 35 
El final del estudio se define como la fecha de la última visita del último paciente sometido al ensayo.  
 
Lista de secuencias 
 
<110> Lokon Pharma AB  40 
 
<120> Agentes médicos novedosos y uso de los mismos  
 
<130> P013660PCT1  
 45 
<160> 29  
 
<170> BiSSAP 1.3  
 
<210> 1  50 
<211> 846  
<212> ADN  
<213> Homo sapiens  
 
<220>  55 
<223> TMZ-CD154  
 
<400> 1  
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<210> 2  
<211> 279  
<212> PRT  5 
<213> Homo sapiens  
 
<220>  
<223> TMZ-CD154  
 10 
<400> 2  
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<210> 3  
<211> 846  
<212> ADN  5 
<213> Equus caballus  
 
<220>  
<223> TMZ-CD154  
 10 
<400> 3  
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<210> 4  
<211> 844  5 
<212> ADN  
<213> Canis lupus familiaris  
 
<220>  
<223> TMZ-CD154  10 
 
<400> 4  

E15713906
03-09-2019ES 2 744 479 T3

 



48 

 
 
<210> 5  
<211> 844  
<212> ADN  5 
<213> Felis catus  
 
<220>  
<223> TMZ-CD154  
 10 
<400> 5  
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<210> 6  
<211> 1668  
<212> ADN  5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220>  
<223> TMZ-CD154/4-1BBL  
 10 
<400> 6  
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<210> 7  
<211> 551  
<212> PRT  5 
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> TMZ-CD154/4-1BBL  
 10 
<400> 7  
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<210> 8  
<211> 1698  
<212> ADN  5 
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> TMZ-CD154/aLL6R scFv  
 10 
<400> 8  
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<210> 9  
<211> 563  5 
<212> PRT  
<213> Secuencia artificial  
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<220>  
<223> TMZ-CD154/aIL6R scFv  
 
<400> 9  
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<210> 10  
<211> 261  
<212> PRT  5 
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> CD154 de longitud completa 
 10 
<400> 10  

 
 
<210> 11  
<211> 648  15 
<212> ADN  
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> Residuos 199-846 de Seq_1  20 
 
<400> 11  
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<210> 12  
<211> 720  
<212> ADN  5 
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> Residuos 127-846 de Seq_3  
 10 
<400> 12  

 
 
<210> 13  
<211> 718  15 
<212> ADN  
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> Residuos 127-844 de Seq_4  20 
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<400> 13 

 
 
<210> 14  
<211> 718  5 
<212> ADN  
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> Residuos 127-844 de Seq_5  10 
 
<400> 14  

 
 
<210> 15  15 
<211> 22  
<212> PRT  
<213> Secuencia artificial  
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<220>  
<223> Residuos 1-22 de SEQ ID NO: 10  
 
<400> 15  5 

 
 
<210> 16  
<211> 66  
<212> ADN  10 
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> ID de residuos 1-22 de SEQ ID 10  
 15 
<400> 16  

 
 
<210> 17  
<211> 78  20 
<212> ADN  
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> Residuos 127-198 de SEQ ID NO: 1  25 
 
<400> 17  

 
 
<210> 18  30 
<211> 24  
<212> PRT  
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  35 
<223> TD de residuos 127-198 de SEQ ID 1  
 
<400> 18  

 
 40 
<210> 19  
<211> 27  
<212> PRT  
<213> Secuencia artificial  
 45 
<220>  
<223> Dominio transmembrana de OX40 humano  
 
<400> 19  

 50 
 
<210> 20  
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<211> 81  
<212> ADN  
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  5 
<223> TD derivado de ligando Ox40 humano 
 
<400> 20  

 
 10 
<210> 21  
<211> 20  
<212> PRT  
<213> Secuencia artificial  
 15 
<220>  
<223> Dominio transmembrana de CD70 humano  
 
<400> 21  

 20 
 
<210> 22  
<211> 60  
<212> ADN  
<213> Secuencia artificial  25 
 
<220>  
<223> TD derivado de CD70 humano (aa 18-38)  
 
<400> 22  30 
ctgcgggctg ctttggtccc attggtcgcg ggcttggtga tctgcctcgt ggtgtgcatc 60  
 
<210> 23  
<211> 99  
<212> ADN  35 
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> Residuos 10-108 de la cremallera de isoleucina de Seq_1  
 40 
<400> 23  

 
 
<210> 24  
<211> 214  45 
<212> PRT  
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> ED - proteína correspondiente a Seq_11  50 
 
<400> 24  
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<210> 25  
<211> 23  
<212> PRT  5 
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> TD proteína correspondiente a Seq_17  
 10 
<400> 25  

 
 
<210> 26  
<211> 261  15 
<212> PRT  
<213> Secuencia artificial  
 
<220>  
<223> CD40L humano con cambios 114, 115, 117-120  20 
 
<400> 26  
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<210> 27  
<211> 281  
<212> PRT  
<213> Equus  5 
 
<220>  
<223> TMZ-CD154 de caballo  
 
<400> 27  10 
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<210> 28  
<211> 280  
<212> PRT  5 
<213> Canis lupus familiaris  
 
<220>  
<223> TMZ-CD154 de perro  
 10 
<400> 28  

 
 
<210> 29  
<211> 280  15 
<212> PRT  
<213> Felis catus  
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<220>  
<223> TMZ-CD154 de gato  
 
<400> 29  5 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Secuencia de nucleótidos que codifica para, desde 5’ hasta 3’, una proteína transmembrana  
 
                                      OD - (L) -TD - ED 5 
 
en la que  
 

OD es un dominio de oligomerización seleccionado del grupo que consiste en una cremallera de 
isoleucina y un dominio de trimerización de fibritina T4,  10 
L es un ligador, que está presente opcionalmente,  
TD es un dominio transmembrana derivado de CD154 o de cualquier proteína transmembrana tipo 
II, y  
ED es un dominio extracelular de CD154  

 15 
con la condición de que la secuencia de nucleótidos no comprenda SEQ ID NO: 16, es decir una secuencia 
que puede codificar para la región intracelular de CD154, ni la región intracelular de CD40. 
 

2. Nucleótido según la reivindicación 1, en el que ED, la secuencia de nucleótidos según la reivindicación 1 
que codifica para el dominio extracelular de CD154, se selecciona de  20 
 

i) SEQ ID NO: 11, es decir residuos 199-846 de SEQ ID NO: 1,  
ii) SEQ ID NO: 11, es decir residuos 199-846 de SEQ ID NO: 1, pero en la que uno o más de los 
residuos de ácido nucleico 397-420 de SEQ ID NO: 1 se han delecionado o intercambiado con otro 
ácido nucleico para evitar la escisión de la molécula, 25 
iii) SEQ ID NO 12, es decir residuos 127-846 de SEQ ID NO: 3,  
iv) SEQ ID NO: 13, es decir residuos 127-844 de SEQ ID NO: 4,  
v) SEQ ID NO: 14, es decir residuos 127-844 de SEQ ID NO: 5,  
vi) una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 95%, el 98% 
o el 99% con una secuencia definida en cualquiera de i)-v), o  30 
vi) un dominio extracelular de CD154 correspondiente de un mamífero. 

 
3. Secuencia de nucleótidos según la reivindicación 1 ó 2, en la que TD, la porción de la secuencia de 

nucleótidos que puede codificar para el dominio transmembrana, se deriva de cualquiera de las secuencias 
de nucleótidos que pueden codificar para CD154, ligando OX40 humano o CD70 humano, y la secuencia 35 
de nucleótidos tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con  
 

i) SEQ ID NO: 17, es decir residuos 127-198 de SEQ ID NO: 1,  
ii) SEQ ID NO: 20, es decir dominio transmembrana de ligando OX40 humano, o  
iii) SEQ ID NO: 22, es decir dominio transmembrana de CD70 humano. 40 

 
4. Secuencia de nucleótidos según cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que OD, la secuencia 

de nucleótidos que puede codificar para el dominio de oligomerización, es la cremallera de isoleucina que 
tiene SEQ ID NO: 23, es decir residuos 10-108 de SEQ ID NO: 1.  
 45 

5. Secuencia de nucleótidos según cualquiera de las reivindicaciones anteriores que tiene una identidad de 
secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5. 
 

6. Combinación de una secuencia de nucleótidos de las reivindicaciones anteriores y una secuencia de 
nucleótidos que puede codificar para un inmunomodulador.  50 
 

7. Combinación según la reivindicación 6, en la que la secuencia de nucleótidos que puede codificar para un 
inmunomodulador es un gen de ligando de 4-1BB, o un gen para un fragmento variable de cadena sencilla 
anti-IL6R (scFv).  
 55 

8. Combinación según la reivindicación 7, que tiene una identidad de secuencia de al menos el 95%, el 98% o 
el 100% con SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 8.  
 

9. Proteína que comprende la estructura  
 60 
                         OD-(L)-TD-ED,  
 
en la que 
 

OD es una secuencia de aminoácidos correspondiente a un dominio de oligomerización 65 
seleccionado del grupo que consiste en una cremallera de isoleucina y un dominio de trimerización 
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de fibritina T4,  
L es un ligador, que está presente opcionalmente,  
TD es una secuencia de aminoácidos correspondiente a un dominio transmembrana, y  
ED es una secuencia de aminoácidos correspondiente a un dominio extracelular de CD154,  

 5 
con la condición de que la secuencia de aminoácidos no comprenda SEQ ID NO: 15, es decir la región 
intracelular de CD154, ni la región intracelular de CD40.  
 

10. Proteína según la reivindicación 9, en la que el dominio extracelular de CD154 se selecciona de  
 10 

i) SEQ ID NO: 24, 
ii) SEQ ID NO: 24, pero en la que uno o más de los aminoácidos de la secuencia de aminoácidos 
MQKGDQNP correspondiente a los residuos de nucleótido 397-420 de SEQ ID NO: 1 se han 
delecionado o intercambiado con otro aminoácido para evitar la escisión de la molécula,  
iii) residuos de aminoácido correspondientes a los nucleótidos de SEQ ID NO: 12, es decir 15 
residuos 127-846 de SEQ ID NO: 3,  
iv) residuos de aminoácido correspondientes a los nucleótidos de SEQ ID NO: 13, es decir 
residuos 127-844 de SEQ ID NO: 4,  
v) residuos de aminoácido correspondientes a los nucleótidos de SEQ ID NO: 14, es decir residuos 
127-844 de SEQ ID NO: 5,  20 
vi) una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 95%, el 
98% o el 99% con una secuencia definida en cualquiera de i)-v), o  
vi) un dominio extracelular de CD154 correspondiente de un mamífero.  

 
11. Proteína según cualquiera de las reivindicaciones 9-10, en la que ED tiene una identidad de secuencia de al 25 

menos el 90% o al menos el 95% para SEQ ID NO: 24.  
 

12. Proteína según cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en la que TD, el dominio transmembrana, se deriva 
del dominio transmembrana de CD154 o cualquier proteína transmembrana tipo II.  
 30 

13. Proteína según cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en la que la secuencia de aminoácidos 
correspondiente al dominio transmembrana tiene al menos una identidad de secuencia del 90%, el 95%, el 
98% o el 100% para SEQ ID NO: 18.  
 

14. Proteína según la reivindicación 13, en la que los residuos 14 y/o 16 de SEQ ID NO: 18 se delecionan o 35 
sustituyen con otro aminoácido.  
 

15. Proteína según cualquiera de las reivindicaciones 9-14, que tiene al menos una identidad de secuencia del 
90%, el 95%, el 98% o el 100% con SEQ ID NO: 2.  
 40 

16. Vehículo que comprende un nucleótido según cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que dicho 
vehículo se selecciona de plásmidos, vectores virales, transposones, células, células artificiales y vehículos 
artificiales.  
 

17. Vehículo según la reivindicación 16, en forma de virus.  45 
 

18. Vehículo según la reivindicación 17, en el que el virus es un virus de serotipo 5/35 adenoviral.  
 

19. Vehículo según la reivindicación 17, en el que el virus es un virus de serotipo 5/35 adenoviral que tiene al 
menos una región/sitio de unión de promotor E2F en el sentido de 5’ del gen E1A, un sitio Sp1 opcional en 50 

el sentido de 5’ del gen E1A, una deleción E1A∆24, deleciones E3 ∆6.7K y/o ∆gp19K, y un casete 
transgénico con transgén/transgenes que incluye(n) pCMV insertado después de la región génica L5.  
 

20. Vehículo según cualquiera de las reivindicaciones 16-18, que comprende además gen de ligando de 4-1BB 
o un gen para fragmento variable de cadena sencilla anti-IL6R (scFv).  55 
 

21. Adenovirus de serotipo 5/35 modificado que contiene un casete transgénico impulsado por el promotor 
CMV insertado después de la región génica L5 con los transgenes humanos para un ligando CD40 unido a 
membrana tal como se define en SEQ ID NO: 1 y 4-1BBL de longitud completa y además  
 60 

i) que tiene sitios de promotor E2F en el sentido de 5’ del gen E1A,  
ii) que contiene un sitio Sp-1 en el sentido de 5’ del gen E1A,  

iii) una deleción E1A ∆24, y  

iii) E3 ∆6.7K/gp19K.  
 65 

22. Secuencia de nucleótidos o combinación de secuencias de nucleótidos según cualquiera de las 
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reivindicaciones 1-5, o proteína según cualquiera de las reivindicaciones 9-15, o vehículo o combinación de 
vehículos según cualquiera de las reivindicaciones 16-19, o adenovirus transgénico según la reivindicación 
20, para su uso en medicina.  
 

23. Secuencia de nucleótidos o combinación de secuencias de nucleótidos según cualquiera de las 5 
reivindicaciones 1-5, o proteína según cualquiera de las reivindicaciones 9-15, o vehículo o combinación de 
vehículos según cualquiera de las reivindicaciones 16-19, o adenovirus transgénico según la reivindicación 
20, para su uso en el tratamiento de una enfermedad seleccionada de enfermedades relacionadas con el 
sistema inmunitario, cáncer, enfermedad infecciosa, enfermedad linfoproliferativa, inflamación, inflamación 
crónica, autoinmunidad y alergia.  10 
 

24. Secuencia de nucleótidos o combinación de secuencias de nucleótidos según cualquiera de las 
reivindicaciones 1-5, o proteína según cualquiera de las reivindicaciones 9-15, o vehículo o combinación de 
vehículos según cualquiera de las reivindicaciones 16-19, o adenovirus transgénico según la reivindicación 
20 en combinación con una sustancia farmacológica seleccionada de agentes anticancerígenos, 15 
inmunomoduladores, antivirales, quimioterápicos, citocinas, receptores de citocinas, interleucinas, factores 
de crecimiento, receptores de factores de crecimiento o anticuerpos para su uso en medicina. 
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