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TERAPIAS INMUNO-ONCOLÍTICAS 

 

REFERENCIA CRUZADA DE LAS SOLICITUDES RELACIONADAS 

 

 Esta solicitud reclama la prioridad de la solicitud de 5 

patente provisional de los Estados Unidos de América serie No. 

61/868,978, presentada el 22 de Agosto de 2013, la cual se 

incorpora por referencia aquí en su totalidad. 

 

1.  INTRODUCCIÓN 10 

 

 La presente invención se refiere a virus de vaccinia 

oncolítica los cuales se han modificado para promover una 

inmunidad en contra del tumor y/o reducir la respuesta de 

anfitrión de anticuerpo en contra del virus. 15 

 

2.  ANTECEDENTES DE LA INVEDNCIÓN 

 

 Los virus oncolíticos (OV) son virus con replicación 

que es naturalmente o lograda para ser selectiva para las 20 

células de tumor
1-3
.  Una variedad de diferentes columnas 

vertebrales se han examinado como virus oncolítico, incluyendo 

cepas de virus vaccinia (VV)
4-11

.  Por lo menos tres vectores de 

vaccinia oncolítica han completado la prueba de Fase I 

incluyendo la cepa vvDD
6.7
.  La cepa VV OV, JX-594

4,12
 (Jennerex), 25 

ha demostrado recientemente respuestas alentadoras altas en los 
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ensayos de Fase II para carcinima heptacelular (HCC), incluyendo 

la entrega de tumor sistémico
13,14

.  Además, los resultados de la 

Fase III alentadores se han reportado para el virus de herpes 

HSV OV (T-Vec, Amgen
15,16

) en terapia de melanoma (16% de 

respuestas, en comparación a 2% en brazo control).  Como tal el 5 

potencial verdadero de los virus oncolíticos en el tratamiento 

de cáncer han comenzado a ser revaluados (más allá del original 

ONYX-015 (H-101) cepa Adenovirus
17,18 

que permanece siendo la 

única terapia de virus oncolítico probada en cualquier 

mercado
19
). 10 

 

 A pesar de esta promesa, las respuestas completas con 

virus oncolítico siguen siendo raras.  Significativamente, las 

cepas de virus oncolítico de primera y segunda generación fueron 

primeramente diseñadas para destruir células de tumor a través 15 

de una duplicación selectiva llevando directamente a la lisis de 

la célula.  Adicionalmente, JX-594 y T-Vec ambas expresan un 

transgen de citoquinas (GM-CSF) el cual puede ser esperado que 

aumente los linfocitos anfitriones
12,14,20,21

.  Los estudios pre-

clínicos han demostrado la importancia crítica de la respuesta 20 

inmune en la actividad terapéutica de VV oncolítica, con (i) 

ratones siendo uniformemente resistentes al recambio seguido por 

una respuesta completa después de la terapia VV, indicando un 

requerimiento absoluto para la inducción de una inmunidad 

adaptada en contra del tumor
22
; (ii) los efectos de vacuna de VV 25 

demuestran beneficios terapéuticos mayores que las vacunas DC
23
; 
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(iii) la infección VV del tumor produciendo un perfil de 

citoquina de contraste (la constante inmunológica de rechazo
24
); 

(iv) terapia VV reduciendo el número de células inmunosupresivas 

en el tumor (MDCS,T-reg y M2 macrófagos)
25
; (v) la respuesta 

inmune surgida mediante terapia VV siendo capaz de erradicar el 5 

tumor residual y metástasis bien después de que el virus ha sido 

limpiado, proporcionando una vigilancia inmune a largo plazo 

para evitar la recaída
22,25,26

; y (vi) en algunos estudios aparece 

que la aplicación viral robusta no es necesaria realmente para 

el efecto terapéutico
27,28

.  Por tanto, los efectos 10 

inmunoterapéuticos de OVs, particularmente VV, son por lo menos 

tan importantes como los efectos oncolíticos directamente y que 

estos vectores deben probablemente ser considerados 

principalmente como inmunoterapias. 

 15 

 Notablemente, los vectores clínicos actuales no fueron 

diseñados como inmunoterapéuticos (más allá de la expresión de 

citoquinas singulares) y esta área ha permanecido relativamente 

no explorada.  Como tal hay un potencial enorme no aprovechado 

para mejorar los vectores oncolíticos a través de optimizar sus 20 

interacciones con el sistema inmune anfitrión y para crear 

vectores capaces de vacunación in situ en contra de antígenos de 

tumor relevante.  Alternativamente, los aproximamientos de 

vacuna de cáncer terapéutico tradicionales han tenido un éxito 

limitado en la clínica especialmente en contra de tumores más 25 

grandes, a pesar de la evidencia de inmunización exitosa29-31.  
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Los acercamientos de vacuna novedosos son por tanto necesarios, 

idealmente la inducción mediata de respuestas en contra de 

antígenos relevantes en cada tumor, superando la supresión aun 

dentro de tumores grandes y mejorando la búsqueda de célula-T a 

los objetivos de tumor. 5 

 

3.  SÍSNTESIS DE LA INVENCIÓN 

 

 La presente invención se refiere a virus de vaccinia 

“inmuno-oncolíticos” los cuales se han modificado para promover 10 

la inmunidad en contra del tumor y/o reducir la respuesta de 

anticuerpo e inmune de anfitrión en contra del virus.  Esto se 

basa, por lo menos en parte, en el descubrimiento de una 

inhibición mejorada del crecimiento de tumor mediante el virus 

de vaccinia oncolítica que se ha tratado con un agente que 15 

reduce la cantidad de glicosilación y/o que se ha tratado con 

enzima sialidasa (las cuales se cree que reducen la activación 

TLR2 y para disminuir la respuesta de anticuerpo de anfitrión en 

contra del virus); y/o lleva modificaciones o supresiones de 

ácido nucleico genómico viral codificando un producto que reduce 20 

la inmunidad de célula-T (interleucina viral-18 proteína 

aglutinante); y/o lleva ácido nucleico codificando un producto 

que (i) mejora la inducción T linfocito citotóxica (TRIF) y/o 

(ii) reduce las células supresoras derivadas de mieloide tumor 

(MDSCs) mediante el reducir la prostaglandina E2.  Por tanto, la 25 
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presente invención proporciona virus de vaccinia inmuno-

oncolítica y métodos para usarlos en el tratamiento de cánceres. 

 

 

 5 

4.  BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

 

 Figuras 1A-C-  (A) Virus WR.C12L exhibieron tumor 

selectivamente en vivo en relación al virus padre WR. Los 

ratones C57BL/6 llevando los tumores CMT-93 fueron tratados IV 10 

con 5e8 PFU de virus, y los ratones se sacrificaron en momentos 

predeterminados después de la terapia.  El PFU viral fue 

cuantificado en diferentes tejidos post mortem después de la 

homogenización.  (B) efectos en contra del tumor mejorados de 

WR.C12L.  Los ratones llevando tumores subcutáneos CMT-93 15 

fueron tratados IV con una dosis única (1e8 PFU) de virus y 

siguió la supervivencia (definida como el tiempo a volumen de 

tumor alcanzando 1000 mm cubico como se determinó mediante 

medición de calibre).  (C) Producción de IFN- (como un marcador 

de producción de célula-T efector) desde esplenocitos 20 

recuperados de ratones previamente tratados con el virus 

indicado y después de exposición ex vivo a WR. 

 

 Figuras 2A-E.  Deglicosilación de cubierta de virus 

vaccinia.  (A) inmunoblot mostrando deglicosilación de proteína 25 
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de cubierta de virus vaccinia.  Los virus deglicosilatados WR y 

WR purificados fueron rotos y secados usando el anticuerpo anti-

B5R.  (B) La deglicosilación de cubierta de virus no tuvo efecto 

sobre la inefectividad de virus vaccinia.  Diferentes líneas de 

célula de tumor de ratón fueron infectadas con TK- o su versión 5 

deglicosilatada a un MOI de 1, y la expresión de luciferasa 

viral fue medida tres horas después de la infección mediante 

formación de imagen de bioluminiscencia. Los valores principales 

+SD de tres experimentos independientes están dibujados.  (C) La 

deglicosilación reduce la activación TLR2 in vitro.  Las células 10 

HEK293 expresando TLR2 de ratón fueron transfectadas con pNiFty 

(plásmido reportero señalando TLR).  24 horas después de la 

transfección, las células fueron infectadas a un MOI de 1 con WR 

o WR deglicosilatado y la activación TLR2 fue cuantificada 24 

horas después de la infección mediante formación de imagen de 15 

bioluminiscencia.  Los medios +SD de tres experimentos 

independientes (llevados a cabo en cuadruplicado) están 

mostrados.  (D) la fosforilación STAT3 es agotada en linfocitos 

esplénicos de ratones inyectados con vaccinia deglicosilatada. 

El porcentaje de pSTAT1-pSTAT3+ linfocitos fue determinado 20 

mediante citometría de flujo.  El PBS y PAM(3)CSK(4) fueron 

usados como controles.  Los valores de ratones individuales y 

medios ±SEM de diferentes tratamientos están dibujados.  € 

Deglicolisación de cubierta de vaccinia aumenta la expresión de 

gen viral de tumores en vivo.  BALB/c ratones albergando 25 

xenoinjertos subcutáneos de células Renca (adenocarcinoma renal 
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de ratón) fueron inyectados y al azar con una dosis intravenosa 

única de 1 x 10
8
 PFU por ratón de TK- o TK- deglicosilado.  La 

cinética de la expresión de gen viral desde dentro del tumor fue 

vigilada mediante formación de imagen de bioluminiscencia de la 

expresión de luciferasa viral.  Los valores principales de 12-13 5 

animales +CD están establecidos.  *, P<0.05 significante en 

comparación con PBS o Control, #, significante P<0.05  en  

comparación con el grupo TK- o WR.  , significante P<0.05 en 

comparación con el grupo PAM(3)CSK(4). 

 10 

 Figuras 3A-D.  La activación de ablación TLR2 a través 

de la deglicosilación lleva a efectos terapéuticos 

incrementados.  (A) Tratamiento de cepa de vaccinia WR con una 

enzima sialidasa (DS) resulta en la pérdida de activación de 

trayectoria de señalamiento TLR2 en un modelo in vitro 15 

(activación NF-B en células HEK293 transfectadas para expresar 

TLR2).  (B) Virus DS WR exhibió una entrega sistémica mejorada 

significativamente a tumores de ratón (tumores subcutáneos 4T1 

en BALB/c ratones con virus entregado IV y expresión de transgen 

luciferasa viral en el tumor determinado 24 horas después 20 

mediante formación de imagen de luminiscencia (tejidos de no 

tumor N.B. no exhibieron diferencia en toma viral).  (C) El 

efecto en contra del tumor en el mismo modelo demostró ventaja 

terapéutica de DS el virus.  (D)  Pérdida de activación TLR2 (en 

un ratón transgénico noqueado TLR2) después de la infección con 25 

vaccinia lleva a una inducción significativamente reducida de 
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anticuerpo neutralizante antiviral (anticuerpo neutralizante 

medido como la habilidad de diferentes diluciones de suero de 

ratón recolectadas 14d después del tratamiento con WR para 

prevenir la expresión de transgen luciferasa después del 

mezclado con WR.TK-Luc+ y la infección de la capa de célula BSC-5 

1). 

 

 Figuras 4A-C.  (A)  Diagrama esquemático representando 

la construcción de virus TK-TRIF y un diagrama esquemático 

representando la construcción del virus TK-DAI.  (B) los ensayos 10 

ELISA fueron utilizados para determinar concentraciones de TRIF 

en células infectadas con TK- y TK-TRIF. (C) Mancha Western 

mostrando la expresión de DAI desde la referencia TK-DAI. 

 

 Figuras 5A-C.  (A)  La expresión TRIF desde la vaccina 15 

mejora la producción IFN tipo I in vitro aún más allá de la cepa 

B18R.  (B)  La expresión TRIF aumentó la producción de CTL en 

vivo. (C) Además el efecto terapéutico mejorado en vivo después 

de una entrega única IV de 1e8 PFU de virus para BALB/c ratones 

llevando tumores Renca subcutáneos. 20 

 

 Figuras 6A-D.  Virus de vaccinia oncolítica expresando 

la activación incrementada de proteína TRIF de ratón de 

trayectorias que responden-TLR y la liberación de citoquinas 

proinflamatorias y quimoquinas.  (A-B) Activación de NF-B (A) y 25 

trayectorias IRF3 (B) después de la infección con ensayos TK-
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TRIF y TK-DAI.  Los ensayos ELISA fueron utilizados para 

determinar con las concentraciones de pIKK y de IRF3 sobre 

extracto citoplásmico y nuclear, respectivamente, de 4T1 o 

células MEF infectadas con TK-, TK-TRIF, o TK-DAI a un MOI de 1. 

 Los análisis se llevaron a cabo 24 horas después de la 5 

infección.  Los datos fueron obtenidos en cuadruplicado de dos 

experimentos independientes y están dibujados como cambio 

doblado contra TK- +SD.  La línea punteada indica el nivel de 

activación TK-.  (C) Liberación de citoquinas y quimoquinas in 

vitro después de la infección con TK-TRIF y TK-DAI.  Las 10 

concentraciones IL-6, IP-10, TNF- y IFN- en el súper nadante 

de Renca células 4T1, MC38 y MEF fueron evaluadas por el ensayo 

Luminex 24 horas después de la infección con TK-, TK-TRIF o TK-

DAI (MOI de 1).  Los datos están mostrados como cambio doblado 

contra TK- +SD (dos experimentos independientes).  La línea 15 

punteada indica concentraciones TK-.  (D) Concentración intra-

tumoral de citoquinas y de quimoquinas.  Los ratones BALB/c con 

xenoinjertos subcutáneos Renca establecidos se pusieron al azar 

y se inyectaron con una dosis intravenosa única de 1 x 10
8
 

PFUpor ratón de TK- o de TK-TRIF.  Doble cambio contra TK- desde 20 

4-5 ratones +SD que está dibujado.  La línea punteada indica 

concentraciones TK-.  *, significante P<0.05 comparado con el 

grupo TK-.  #, P<0.05 significante comparado con el grupo TK-

DAI.  

 25 
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 Figuras 7A-E.  Los ensayos ELISA fueron utilizados 

para determinar la concentración de NF-B (A), HMGB1 (B) y Hsp-

70 (C) en células infectadas con TK-, TK-TRIF o TK-DAI a un MOI 

de 1.  Los análisis se llevaron a cabo 24 horas después de la 

infección.  Los datos fueron obtenidos y dibujados como cambio 5 

doble contra TK- +SD.  La línea punteada indica nivel de 

activación TK-.  El nivel de células-T auxiliares (D) y de 

células-T reguladoras (E) fue analizado en respuesta a la 

infección con virus TK- o TK-TRIF. 

 10 

 Figuras 8A-D.  La duplicación y actividad en contra 

del tumor de TK-TRIF y de TK-DAI.  (A) Producción viral de TK-

TRIF y TK-DAI en células de tumor de ratón.  Las líneas de 

célula de tumor diferentes fueron infectadas con MOI de 1 y la 

producción de virus fue medida mediante ensayo de placa a 15 

diferentes puntos de tiempo.  El rendimiento viral fue evaluado 

por cuadruplicado para cada línea de célula mediante el llevar a 

cabo dos experimentos independientes.  Los medios +SD están 

trazados.  (B) La citotoxicidad comparativa de TK-TRIF y de TK-

DAI.  Las células fueron infectadas con los virus indicados a 20 

dosis variando de desde 75 a 0.00025 PFU/célula.  Los valores 

EC50 (MOI requerido para provocar una reducción de 50% en la 

viabilidad de cultivo de célula) en el día 4 después de que la 

infección está mostrada.  Cuatro duplicados diferentes fueron 

cuantificados para cada línea de célula y el significado para 25 

cada MOI está mostrado.  (C-D) La expresión de gen viral y 
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eficacia anti-tumor en vivo.  Los xenoinjertos MC38 o Renca 

fueron implantados en ratones BALB/c o C57BL/6, respectivamente, 

y los ratones fueron inyectados con PBS o 1 x 10
8
 PFU de TK-,  

TK-TRIF o TK-DAI a través de la vena de la cola.  La expresión 

de luciferasa viral en los tumores (C) y de volúmenes de tumor 5 

(D) en los puntos de tiempo indicados, n=12-15 ratones/grupo 

+SE.  *, P<0.05 significante comparado con el grupo PBS.  El #, 

P<0.05 significante comparado con el grupo TK-. El , P<0.05 

significante comparado con el grupo TK-DAI. 

 10 

 Figuras 9A-F.  (A) Expresión de gen viral de TK-TRIF y 

TK-DAI en células de tumor de ratón.  Diferentes líneas de 

células de tumor de ratón.  Diferentes líneas de célula de tumor 

fueron infectadas con un MOI de 1 y la expresión de luciferasa 

viral fue cuantificada mediante formación de imagen de 15 

bioluminiscencia a diferentes puntos de tiempo.  La expresión de 

luciferasa fue evaluada por cuadruplicado para cada línea de 

célula, mediante el llevar a cabo dos experimentos 

independientes.  Los medios +SD están trazados.  (B) El 

porcentaje de células apoptóticas después de la infección con 20 

TK-TRIF y TK-DAI.  Un panel de líneas de célula de tumor de 

ratón fue infectado con los virus indicados usando un MOI de 1. 

A 48 horas después de la infección, el porcentaje de células 

necróticas y apoptóticas fue determinado por citometría de flujo 

mediante PI y manchado Annexin V.  Dos experimentos 25 

independientes fueron llevados a cabo y los medios +SD son 
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trazados.  (C-D) el TK-TRIF mejora la eficacia en contra del 

tumor de TK-GMCSF en un modelo casi-ortotópico mamario.  Las 

células 4T1 fueron implantadas en la almohadilla gorda mamaria 

de BALB/c ratones y, una vez que el tumor fue establecido, los 

ratones fueron inyectados con PBS o 1 x 10
8
 PFU de TK-, TK-TRIF 5 

o TK-GMCSF a través de la vena de la cola.  La expresión de 

luciferasa viral de desde dentro de los tumores (C) y los 

volúmenes de tumor (D) fueron medidos en los puntos de tiempo 

indicados.  N=12-14 ratones/grupo +SE.  (E-F) el TK-TRIF mejora 

la supervivencia de ratones llevando tumores.  Los ratones 10 

BALB/c o C57BL/6 albergando los xenoinjertos Renca (E) o MC38 

(F) respectivamente, fueron tratados como en la figura 3d y el 

punto final fue establecido en un volumen de tumor de ≥750 mm 

cúbicos.  Las curvas de supervivencia Kaplan-Meyer están 

trazadas. n=12-15 ratones/grupo.  *, P<0.05 significante 15 

comparado con PBS o el Control, #, P<0.05 significante comparado 

con el grupo  TK-.  , P<0.05 significante comparado con el 

grupo TK-GMCSF.  , el P<0.05 significante comparado con el 

grupo TK-DAI. 

 20 

 Figuras 10A-E.  (A) La variación de peso de cuerpo 

después de la administración deglicosilada de TK-TRIF 

intravenosa.  Los ratones BALB/c fueron inyectados 

intravenosamente con 1 x 10
8
 PFU por ratón de TK-, TK-TRIF o TK-

TRIF deglisosilado.  La administración de solución salina 25 

tamponada con fosfato (PBS) fue usada en el grupo de control.  
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Los ratones inyectados TK-  presentaron más de una reducción de 

10% en el peso del cuerpo en el día 6 después de la inyección 

del virus, mientras que los ratones inyectados con TK-TRIF y TK-

TRIF deglicolisado presentaron un perfil de peso similar a 

aquellos inyectados con solución salina tamponada con fosfato. 5 

(B) la expresión de gen viral en vivo después de la 

administración de TK-TRIF deglicosilado.  Los tumores Renca 

fueron implantados en ratones BALB/c, y los ratones fueron 

inyectados con PBS o 1 x 10
8
 PFU de TK-, TK-TRIF o TK-TRIF 

deglicosilado a través de la vena de la cola.  La expresión de 10 

luciferasa viral desde dentro de los tumores se midió en los 

puntos de tiempo indicados.  n=12-14 ratones/grupo +SE. (C-D) 

Supervivencia de ratones llevando tumor tratados con TK-TRIF 

deglicosilada. (C-D) xenoinjertos Renca (C) o MC38 (D) fueron 

establecidos en los ratones BALB/c o en los ratones C57BL/6, 15 

respectivamente, y se trataron con una dosis intravenosa única 

de 1 x 10
8
 PFU de virus indicados o solución salina tamponada 

con fosfato.  El punto de extremo fue establecido en un volumen 

de tumor de ≥750 mm cúbicos, y las curvas de supervivencia 

Kaplan-Meyer están trazadas.  n=12-15 ratones/grupo.  (E) el TK-20 

TRIF deglicosilado mejoró la supervivencia en comparación con el 

tratamiento TK-GMCSF.  Los ratones (BALB/c albergando tumores 

Renca subcutáneos) fueron tratados a través de la inyección en 

la vena de la cola de PBS o una dosis única de 1 x 10
8
 PFU de 

TK-GMCSF o TK-TRIF deglicosilada (n=10-12 por grupo).  Las 25 

curvas de supervivencia Kaplan-Meyer fueron obtenidas después de 
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establecer un punto final de ≥750  mm cúbicos para el volumen de 

tumor.  *, P<0.05 significante comparado con el grupo de 

solución salina tamponada con fosfato.  #, P<0.05 significante 

comparado con el grupo  TK-.  , P<0.05 significante comparado 

con el grupo TK-deglicosilado.  , P<0.05 significante comparado 5 

con el grupo TK-TRIF. , P<0.05 significante comparado con el 

grupo TK-GMCSF. 

 

 Figuras 11A-F.  La combinación de deglicosilación de 

cubierta y las respuestas celulares anti-tumor incrementadas de 10 

expresión TRIF de ratón y exhibieron eficacia anti-tumor 

potente.  (A-B) Respuestas inmune celular al virus vaccinia y 

células de tumor evaluadas por el ensayo IFN- ELISpot.  En el 

día 7 después de la administración del virus, los bazos fueron 

cosechados de ratones inyectados intravenosamente con 1 x 10
8
 15 

PFU de virus indicados o solución salina tamponada con fosfato 

(ratones BALB/c llevando xenoinjertos Renca) y fueron evaluados 

por la cantidad de CTLs reconociendo virus vaccinia (A) o 

células Renca (B).  Los valores de ratones individuales y medios 

±SEM están mostrados.  (C) los títulos de anti-cuerpo 20 

neutralizante de suero.  Un ensayo neutralizante se llevó a cabo 

para determinar los niveles de anticuerpo anti-vaccinia 

circulantes para ratones inyectados con 1 x 10
8
 PFU de TK-, TK-

TRIF o TK-TRIF deglicosilada.  Los títulos Nabs fueron 

determinados por la dilución más alta de suero que resultó en 25 
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por lo menos 50% de inhibición de infección.  Los valores de 

ratones individuales y medios ±SEM están trazados.  (D-E) 

actividad en contra del tumor en vivo en diferentes modelos.  

Los ratones BALB/c llevando Renca (D) o C57BL/6 llevando 

xenoinjertos de tumor MC38 (E) fueron tratados con una dosis 5 

intravenosa única de virus indicados (1 x 10
8
 PFU/ratón).  El 

crecimiento de tumor fue seguido mediante mediciones de calibre. 

Los medios de 12-15 ratones por grupo +SE están mostrados.  (F) 

el TK-TRIF deglicosilado exhibió una actividad en contra del 

tumor mayor que el TK-GMCSF.  Los ratones BALB/c albergando 10 

xenoinjertos Renca fueron inyectados intravenosamente con una 

dosis de 1 x 10
8
 PFU/ratón de TK-GMCSF o de TK-TRIF 

deglicosilada.  El volumen de tumor relativo después de la 

administración de virus está trazada (n=12-15 ratones/grupo 

+SE).  *, P<0.05 significante comparado con el grupo de solución 15 

salina tamponada con fosfato.  #, P<0.05 significante comparado 

con el grupo  TK-.  , P<0.05 significante comparado con el 

grupo TK-deglicosilado.  , P<0.05 significante comparado con el 

grupo TK-TRIF. 

 20 

 Figuras 12A-C. (A) WR cepa vaccinia con tratamiento 

DS, supresión C12L y expresión mTRIF (llamada UPCI-1812) exhibió 

efectos anti-tumor incrementados en ratones BALB/c llevando 

tumores 4T1 en relación a cepas clínicas actuales WR.TK-GM-CSF+ 

(como un modelo de la cepa JX-594).  El virus UPCI-1812 también 25 

exhibieron una producción incrementada de citoquinas 
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inmunoterapéuticas en microambiente de tumor incluyendo (B) 

gamma interferón y (C) interkeucin-12. 

 

 Figuras 13A-C.  (A)  Supervivencia de varias líneas de 

células de tumor fueron analizadas con la infección viral con 5 

TK-.  (B)  Expresión de gen viral en tumores derivados de 

ratones BALB/c y C57BL/6 implantados con ciertas líneas de 

célula de tumor, y el volumen de tumor es obtenido de BALB/c y 

C57BL/6 implantados con ciertas líneas de célula de tumor e 

infectados con TK-.  (C) Detección de Sp6 fosforilatado en 10 

células mieloide en tumores derivados de ratones BALB/c y 

C57BL/6 implantados con  ciertas líneas de célula de tumor y 

tratados con TK-. 

 

 Figuras 14A-B.  (A) Los ratones no llevando tumor o 15 

tumores subcutáneos derivados de LLC o  de células B16 (50-100 

mm cúbicos) fueron tratados con una inyección intravenosa única 

de 1 x 10
7
 PFU de WR.TK-.  Los ratones (n=3 por grupo y tiempo) 

fueron sacrificados en los tiempos indicados y los bazos y el 

suero se recuperaron.  Los esplenocitos fueron rápidamente 20 

fijados y permeabilizados (de acuerdo a nuestro protocolo 

previamente publicado) y después se mancharon para fosflujo para 

detectar la activación de trayectorias señaladoras.  Esto se 

llevó a cabo para células-T regulatorias (CD3+CD4+CD8-

FoxP3+CD25+), con pSTATS, pS6 y Ki67 analizado; para células-T 25 

de CD4 (CD3+CD4+CD8+FOXP3-), con pS6, Ki67, CD44 y CD62L 
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analizado; y para células-T CD8 (CD3+CD4+CD8+FoxP3-), con pS6, 

Ki67, CD44 y CD62L analizado.  (B) Los niveles de anticuerpo 

neutralizante anti-viral fueron también examinados en el suero. 

 

 Figuras 15A-B. (A) La concentración de células-T 5 

regulatorias y de células MDSC en varios modelos de tumor de 

ratón infectados con TK-.  (B) Concentración de células-T 

regulatorias, de células MDSC y de células-T CD8+ en modelos de 

tumor de ratón MC38 infectados con TK-. 

 10 

 Figuras 16A-B.  (A)  Estrategias de compuerta están 

mostradas para la detección de células MDSC (izquierda) y 

células-T y t-regs (derecha) para esplenocitos o células 

recuperadas de tumores desagregados.  (B) los niveles de MDSC y 

T-reg en el bazo están mostrados para ratones llevando 15 

diferentes tumores. 

 

 Figuras 17A-C. (A) La cepa de vaccinia TK- exhibe una 

habilidad muy pobre para aumentar la supervivencia media (en 

relación al control PBS) en modelos de tumor de ratón que 20 

exhiben niveles altos de MDSC en la línea de base.  También, la 

terapia viral TK- puede reducir niveles de (B) T-reg en tumores 

tratados, pero no impactó sobre los niveles (C) MDSC. 

 

 Figura 18.  El análisis de la respuesta inmune en 25 

ratones implantados con células de tumor MC38 con el tratamiento 
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con las cepas de vaccinia inmunogénica, GM-CSF, WR.TK-GM-CSF, 

WR.B18R-IFN+, WR.B18R-IFN+ y WR.B18R-IFN+ en comparación a la 

respuesta inmune surgida mediante infección TK-. 

 

 Figura 19.  Análisis de respuesta inmune en ratones 5 

implantados con células de tumor 4T1 con el tratamiento con las 

cepas de vaccinia inmunogénica, GM-CSF, WR.TK-GM-CSF y WR.B18R-

IFN+ en comparación a la respuesta inmune suscitada por la 

infección TK-. 

 10 

 Figura 20.  Expresión de COX2 y HPGD con la expresión 

de WR-TK-HPGD o el tratamiento del inhibidor Cox 2, Celecoxib, 

el Beta-actin fue detectado como control de carga.  La expresión 

de PGE2 fue determinada en células Renca con la infección con 

WR-TK-HPGD o WR TK- o el tratamiento de Celecoxib. 15 

 

 Figuras 21A-D.  La expresión HPGD de vaccinia 

oncolítica redujo MDSC en el tumor y sensibiliza tumores 

resistentes a la terapia viral.  (A)  Efecto de la expresión 

HPGD sobre niveles T-reg y MDSC en el tumor.  Los ratones 20 

llevando tumores Renca fueron tratados con una inyección de 

dosis baja (1 x 10
7
 PFU) intra-tumoral de virus indicados y los 

ratones se sacrificaron en los tiempos indicados, los tumores se 

recuperaron, se disgregaron y analizaron por citometría de flujo 

como anteriormente.  La expresión HPGD reduce los niveles MDSC y 25 

de T-reg (* p<0.05 en comparación al control).  (B) la actividad 
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terapéutica mejorada de WR.TK-.HPGD+.  Los ratones llevando 

tumores Renca subcutáneo o MC38 fueron tratados con una 

inyección intra-tumoral única de solución salina tamponada con 

fosfato o 1 x 10
7
 PFU o WR.TK- o WR.TK-HPGD+ y el crecimiento de 

tumor subsecuente fue seguido mediante medición de calibre (n=15 5 

por grupo; WR.TK-HPGD+ (P<0.05 significantemente retrasó el 

crecimiento de tumor desde el día 3 (Renca) o desde el día 7 

(MC38) en comparación a WR-TK- y resultó en tres respuestas 

completas para Renca y dos para MC38.  Ningunos ratones de 

cualquier otro grupo exhibieron un CR).  (C) La comparación de 10 

crecimiento de tumor y expresión de gen viral para el 

tratamiento WR.TK-.HPGD+.  El crecimiento de tumor para los 

ratones individuales con tumores Renca y tratados con WR.TK-

HPGD+ están trazados, se compararon al control de solución 

salina tamponada con fosfato (barra gris y se dividió en 15 

respuestas buena (línea sólida) y mejor (línea punteada).  La 

señal de bioluminiscencia (expresión de gen viral) desde el 

tumor en el día 1 y 5 fue normalizada a volumen de tumor y se 

mostró para ambos respondedores bueno y mejor.  (D) La expresión 

HPGD no redujo la expresión de gen viral.  La expresión de gen 20 

de luciferasa viral de desde dentro del tumor a 24 horas después 

del tratamiento con WR.TK- o WR.TK-HPGD+ está mostrada. 

 

 Figura 22.  El volumen de tumor como una función de 

días después del tratamiento con el control de solución salina 25 

tamponada con fosfato (CTL; círculo), timidina quinasa negativa 
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Western reserva VV (WR TK-; cuadrado) o timidina quinasa (TK) 

reserva Western negativa VV llevando HPGD (WR TK-HPGD, 

triangulo) (HPGD es un equivalente de ratón de la proteína 

humana 15-PGDH). 

 5 

 Figuras 23A-D.  El porciento de MDSCs en (A) el bazo 

de ratón infectado con WR TK-; (B) bazo de ratón infectado con 

WR TK-HPGD; (C) tumor de ratón infectado con WR TK-; y (D) tumor 

de ratón infectado con WR TK-HPGD. 

 10 

 Figuras 24A-D.  Expresión HPGD incrementó la respuesta 

inmune y altera el tráfico de célula inmune al tumor.  (A) Los 

perfiles de citoquina y de quimoquina en el tumor después de 

diferentes tratamientos.  Los ratones llevando tumores Renca 

fueron tratados como se indicó con 1 x 10
7
 PFU desde diferentes 15 

cepas virales IT y se sacrificaron después de 3 días.  Los 

homogeneizados de tumor fueron corridos como ensayos Luminex 

para cuantificar diferentes citoquinas y quimoquinas (* P<0.05). 

(B) Respuesta anti-tumor CTL se incrementó con la expresión 

HPGD.  Los esplenocitos recolectados de ratones levando tumor 20 

Renca 7 días después de los tratamientos indicados fueron 

cuantificados para respuesta CTL en contra del tumor como se 

determinó por ELISPOT (* P<0.06).  (C) Alteraciones sistémicas 

en niveles de quimioquinas después de diferentes tratamientos.  

El suero recolectado de ratones llevando tumor Renca 3 días 25 

después de los tratamientos indicados fueron cuantificados 
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respecto de los niveles de quimioquinas mediante ELISA (P<0.05). 

(D) Las células inmunes activadas preferiblemente tumores de 

objetivo infectados con virus expresando-HPGD. Los ratones 

fueron implantados con tumores Renca bilaterales y cuando éstos 

alcanzaron 50-100 mm cúbicos, estos fueron inyectados con 1 x 5 

10
7
 PFU de WR.TK- sobre un flanco y WR-TK-HPGD+ sobre el otro 

flanco después de 24 horas 1 x 10
7
 activado y las células NK T 

(CIK) etiquetadas Cy5.5 fueron entregadas a través de inyección 

en la vena de la cola.  Después de 24 horas los ratones fueron 

formados en imágenes mediante bioluminiscencia (expresión de gen 10 

viral) y fluorescencia (tráfico de célula NK T a tumores) 

(*P<0.05).  Un ejemplo representativo de formación de imagen de 

fluorescencia se muestra. 

 

 Figura 25.  La expresión COX2 en tumores infectados 15 

con WR.TK- comparada a tumores no tratados. 

 

 Figuras 26A-B. (A) supervivencia de varias líneas de 

célula con la infección con TK-.  (B)  Producción viral y 

expresión de gen de TK- en varias líneas de células de tumor. 20 

 

 Figura 27 muestra la expresión de gen viral de modelos 

de tumor de ratón de TK infectado MC38, LLC y AB12 después del 

día 4 o del día 5 de la infección. 

 25 
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 Figura 28.  Crecimiento de tumor como una función de 

días después del tratamiento con solución salina tamponada con 

fosfato o infección con WR.TK-TRIF deglicosilado+- (UPCI-1812), 

reserva Western TK- llevando HPGD (VV-HPGD) o UPCI-1812 

combinado con la expresión HPGD. 5 

 

 Figura 29.  Producción EEV incrementada (mutación A34R 

K151E) lleva a un anticuerpo neutralizante antiviral reducido 

(14 días después de la entrega IP de WR o de EEV). 

 10 

 Figura 30.  Dominios TRIF.  En la secuencia aminoácido 

TRIF humana hay tres dominios aglutinantes TRAF y el dominio 

RHIM que aglutina RIP1. 

5.  DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

 15 

 Para claridad de la descripción, y no por vía de 

limitación, la descripción detallada de la invención está 

dividida en las siguientes subsecciones: 

 

 (i)   mutación de columna viral; 20 

 

 (ii)  modificación de glicosilación viral; 

 

 (iii)  modificación que promueve respuestas de célula-

T; 25 
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 (iv)   modificación que inhibe inmunosupresión; 

 

 (v)   modificación que mejora esparcimiento de virus y 

actividad; 

 5 

 (vi)   virus modificados; 

 

 (vii)   métodos de tratamiento;  y 

 

 (viii)   equipos. 10 

 

 El término “homología” como se usó aquí se refiere al 

grado de homología entre las secuencias de ácido nucleico y 

amino ácido como se determinó usando métodos conocidos en el 

arte, por ejemplo, pero no limitándose al software tal como 15 

BLAST o FASTA. 

 

5.1  MUTACIONES DE COLUMNA VIRAL 

 

 En ciertas incorporaciones no limitantes de la 20 

invención, un VV contiene una o más mutaciones de su genoma que 

favorece la respuesta del virus en una célula de cáncer y/o la 

inducción incrementada de la respuesta inmune T-Linfocito 

citotóxico (CTL).  Una mutación puede ser una inserción, 

supresión, o sustitución de uno o más ácidos nucleicos del virus 25 

nativo. 
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 En particular en las incorporaciones no limitantes, la 

mutación resulta en una expresión de proteína aglutinante 

interleucin-18 (“IL-18BP”) funcional disminuida.  Como ejemplos 

no limitantes, (i) la mutación puede resultar en una proteína 5 

con un aglutinamiento más débil a IL-18 que la proteína VV 

nativa; (ii) la mutación puede resultar en la expresión de una 

proteína truncada con una actividad funcional ausente o 

disminuida; o (iii) la mutación puede suprimir el gen IL-18BP. 

En un ejemplo no limitante específico, la mutación puede ser una 10 

supresión C12L (por ejemplo vea Symons y otros, 2002, J. Gen. 

Virol. 83:2833-2844).  En ciertas incorporaciones, la supresión 

C12L puede ser una supresión completa o parcial de C12L. Por 

ejemplo, y no por vía de limitación, una supresión parcial de 

C12L puede incluir una mutación que resulta en la supresión de 15 

por lo menos alrededor de 10%, de por lo menos alrededor de 20%, 

de por lo menos alrededor de 30%, o de por lo menos de alrededor 

de 40% o más de la secuencia de amino ácido de la proteína C12L. 

 

 En incorporaciones no limitantes adicionales, la 20 

columna viral puede contener, separadamente o en adición a una o 

más mutaciones en (incluyendo la supresión) de ácido nucleico 

codificando IL-18BP descrito arriba como una mutación en ácido 

nucleico codificando B8R (proteína aglutinante gamma IFN; vea, 

por ejemplo Symons y otros, 1995, Célula 81(4):551-60), B18R 25 

(tipo I proteína aglutinante IFN; por ejemplo vea Colamonici y 
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otros 1995, J. Biol. Chem. 270(27):15974-8), A35R (inhibidor de 

la presentación MHC II; por ejemplo vea Rehm y otros, 2010, 

Virología. 397(1):176-86 y Roper y otros, 2006, Diario de 

Virología 80(1):306-13), B15R (proteína aglutinante IL-1; por 

ejemplo vea Alcami y otros, 1992, Célula 71(1):153-67), 5 

proteínas aglutinantes quimioquina (B29R, G3R, H5R), inhibidor 

STAT1 (H1L); dsRNA o PKR inhibidores tal como E3L (vea por 

ejemplo Chang y otros, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. 89(11):4825-

9) o K3L (por ejemplo, vea Davies y otros, 1993, J. Virol. 

67(3):1688-92 y Langland y otros, 2002, Virología, 299(1):133-10 

41); Bcl-2 como proteínas (tal como N1, N2, B14, F1, C6, A46 y 

K7), o combinaciones de las mismas. 

 

 

 15 

5.2  MODIFICCAIONES DE GLICOSILACIÓN VIRAL 

 

 En ciertas incorporaciones no limitantes de la 

invención, un VV es tratado con un agente que modifica la 

glicosilación.  Por ejemplo, una célula que produce el VV puede 20 

ser administrada un inhibidor de glicolización y/o cultivarse en 

la presencia de un inhibidor de glicosilación o un VV puede ser 

tratado con un agente que reduce o remueve o modifica la 

glicosilación.  En ciertas incorporaciones, un VV puede ser 

sometido a un tratamiento ácido para reducir la glicosilación 25 

del virus.  En ciertas incorporaciones, el VV de la presente 
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invención puede ser producido en una línea de célula que no 

tiene la función de glicosilación, por ejemplo, debido a 

mutaciones en una o más de las enzimas de glicosilación. 

 

 En ciertas incorporaciones, el VV tratado con un 5 

agente que reduce o remueve o modifica la glicosilación, por 

ejemplo, un virus deglicosilado, puede tener menos de alrededor 

de 90%, menos de alrededor de 80%, menos de alrededor de 70%, 

menos de alrededor de 60%, menos de alrededor de 50%, menos de 

alrededor de 40%, menos de alrededor de 30%, menos de alrededor 10 

de 20%, menos de alrededor de 10% de la glicosilación de VV que 

no se trata con un agente que modifica la glicosilación. 

 

 En particular las incorporaciones no limitantes, 

muestran un VV de la presente invención que puede ser tratado 15 

con una enzima sialidasa la cual reduce o remueve los residuos 

de amino ácido sialico desde la superficie viral (por ejemplo 

cubierta).  En una o más incorporaciones no limitantes, el VV es 

tratado con una enzima sialidasa antes de la administración a un 

sujeto.  En una incorporación no limitante específica, la enzima 20 

sialidasa es la enzima Sialidasa A (Glyko Sialidasa A, Código 

WS0042) por ejemplo como parte del equipo Deglicosilación 

Enzimática Glycopro (Código de producto: GK80110, Prozyme).  En 

ciertas incorporaciones, el VV puede ser tratado con Sialidasa A 

en combinación con N- y O-glicanasas.  Otras enzimas que 25 

remueven el ácido sialico o que rompen los residuos glicosilo 
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desde el virus pueden también ser usadas de acuerdo a la 

invención, incluyendo pero no limitándose a neuraminidasas, 

PNGases (por ejemplo, PNGase A o PNGaseF), 1-4 galactosidasa, 

-N-acetilglucosaminidasa, o el uso de tratamientos químicos tal 

como b-eliminación o álcali o hidrazonollo. 5 

 

 Sin desear estar unido a ninguna teoría en particular, 

se cree que la reducción de glicosilación, por ejemplo mediante 

tratamiento sialidasa del virus de vaccinia, se reduce la 

activación TLR2 y por tanto se retrasa la activación inmune 10 

sistémica durante el período de entrega viral y/o se reduce la 

producción de anticuerpos neutralizantes antivirales. 

 

 

 15 

 

5.3  MODIFICACIÓN QUE PROMUEVE RESPUESTA DE CÉLULA-T 

 

 En ciertas incorporaciones no limitantes de la 

invención, un VV es modificado para incluir uno o más ácidos 20 

nucleicos codificando un péptido o proteína que promueve la 

respuesta de célula-T.  En ciertas incorporaciones, el péptido o 

proteína el cual promueve una respuesta de célula-T puede 

promover la expresión de una o más sito quinas proinflamatorias. 

Por ejemplo, y no por vía de limitación, las citoquinas 25 
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proinflamatorias pueden incluir IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-15, 

IL-18, IL-21, IFN-, IFN-, IFN-, CCL5 y IP-10. 

 

 Los ejemplos no limitantes de un péptido o proteína 

que promueve una respuesta de célula-T incluyen Toll/IL-1R 5 

dominio-conteniendo adaptador induciendo IFN- (“TRIF”) o un 

dominio funcional del mismo.  En ciertas incorporaciones no 

limitantes, el ácido nucleico puede codificar un TRIF humano 

teniendo una secuencia de amino ácido como se establece en 

UniProtKB No. Q8IUC6, o una secuencia de amino ácido de por lo 10 

menos de alrededor de 90%, por lo menos de alrededor de 95%, o 

por lo menos de alrededor de 98% homólogo al mismo, o un TRIF de 

rata teniendo una secuencia de amino ácido como se establece en 

UniProtKB o una secuencia de aminoácido por lo menos de 

alrededor de 90%, por lo menos de alrededor de 95% o por lo 15 

menos de alrededor de 98% homóloga al mismo. 

 

 En ciertas incorporaciones no limitantes, el ácido 

nucleico puede codificar uno o más dominios TRIF como se mostró 

en la figura 30.  En ciertas incorporaciones, el ácido nucleico 20 

codificando un péptido o proteína que promueve una respuesta 

célula-T, por ejemplo TRIF, puede ser clonado en el lugar del 

gen de cinasa timidina (TK) del virus como se muestra en la 

figura 4A.  El ácido nucleico codificando un péptido o proteína 

que promueve una respuesta de célula-T puede ser enlazado 25 

operablemente a cualquier promotor que puede resultar en la 
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expresión del ácido nucleico.  Como se usó aquí, “operablemente 

enlazado” significa que un promotor está en una ubicación 

funcional correcta y/o en una orientación en relación a la 

secuencia de ácido nucleico para controlar la iniciación 

transcripcional y/o la expresión de esa secuencia.  En ciertas 5 

incorporaciones, el promotor es un promotor de vaccinia y/o un 

promotor de vaccinia sintética.  En ciertas incorporaciones, el 

promotor es un promotor de vaccinia sintética pSE/L.  En ciertas 

incorporaciones, el ácido nucleico codificando un péptido o 

proteína que promueve una respuesta de célula-T está enlazado 10 

operablemente al promotor p7.5 viral. 

 

 En otras incorporaciones no limitantes el ácido 

nucleico puede codificar un factor estimulante de colonia de 

granulocito-macrófago (“GM-CSF”), IL-12, IFN- o IL-18.  En 15 

ciertas incorporaciones más de uno de tal ácido nucleico puede 

ser incorporado en VV. 

 

5.4  MODIFICACIONES QUE INHIBEN LA INMUNOSUPRESIÓN 

 20 

 En ciertas incorporaciones no limitantes de la 

invención, un VV es modificado para incluir uno o más ácidos 

nucleicos codificando un péptido o proteína o un ácido nucleico 

o micro-RNA que inhibe o reduce la inmunosupresión. Los ejemplos 

no limitantes de medidas de inmunosupresión incluyen: el nivel 25 

de células supresoras derivadas de mieloide (“MDSC”); el nivel 
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de macrófagos M2; y el nivel de células-T auxiliares en contra 

de células-T reguladoras supresoras.  En particular en 

incorporaciones no limitantes, el ácido nucleico codifica un 

péptido o proteína o ácido ribonucleico o micro-RNA que reduce 

la actividad prostaglandina E2 (“un antagonista PGE2”). En 5 

incorporaciones no limitantes específicas, el ácido nucleico 

codifica un péptido y/o una proteína que es un antagonista PGE2 

(como se usa el término aquí) que degrada en el PGE2.  En un 

ejemplo no limitante específico, la proteína que degrada PGE2 es 

15-PGDH (humana) o HPGD (ratón).  Por ejemplo, y no por vía de 10 

limitación, el 15-PGDH puede tener una secuencia de amino ácido 

como se establece en UniProtKB No. P15428, o una secuencia de 

amino ácido de por lo menos de alrededor de 90%, de por lo menos 

de alrededor de 95%, o de por lo menos de alrededor de 98% 

homóloga al mismo; y un ácido nucléico codificando 15-PGDH puede 15 

tener una secuencia de ácido nucleico como se establece en el 

acceso GenBank No. U63296.1, o una secuencia de ácido nucleico 

de por lo menos de 90%, de por lo menos de 95%, o de por lo 

menos de98% homóloga al mismo.  En incorporaciones no limitantes 

adicionales, un ácido nucleico codificando una versión secretada 20 

o insolubilizada del receptor extracelular para PGE2 puede ser 

incluida en el VV, por ejemplo el ácido nucleico codificando 

EP1, EP2, EP3, y/o EP4, en donde EP3 y EP4 son de una afinidad 

superior.  En ciertas incorporaciones, el uno o más  péptidos o 

proteínas que inhiben o reducen la inmunosupresión pueden 25 

resultar en la expresión reducida de uno o más de quimioquinas 
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supresoras tal como, pero no limitándose a CXCL12.  En ciertas 

incorporaciones, el uno o más péptidos o proteínas que inhiben o 

reducen la inmunosupresión pueden resultar en la expresión 

incrementada de uno o más de quimioquinas inmuno activantes tal 

como, pero no limitándose a CXCL9, CXCL10 y CCL5. 5 

 

 En ciertas incorporaciones, el ácido nucleico 

codificando un antagonista PGE2 puede ser clonado en el lugar 

del gen tiamidina cinasa (TK) del virus.  El ácido nucleico 

codificando una proteína o péptido antagonista PGE2 puede ser 10 

operablemente enlazado a cualquier promotor que puede resultar 

en expresión del ácido nucleico.  En ciertas incorporaciones, el 

ácido nucleico codificando una proteína o péptido antagonista 

PGE2 operablemente enlazado al promotor p7.5 viral.  En ciertas 

incorporaciones, el promotor es un promotor de vaccinia y/o un 15 

promotor de vaccinia sintética.  En ciertas incorporaciones, el 

promotor es el promotor de vaccinia sintética pSE/L. En ciertas 

incorporaciones, el virus puede incluir un ácido nucleico 

codificando un antagonista PGE2 y un ácido nucleico codificando 

un péptido o proteína que promueve una respuesta de célula-T que 20 

son ambas operablemente enlazadas a un promotor, por ejemplo el 

promotor p7.5 viral, y clonado en el lugar del gen de timidina 

cinasa (TK) del virus. 

 

 En incorporaciones no limitantes adicionales, un virus 25 

inmuno oncolítico de la invención puede ser administrado junto 
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con un agente que inhibe o reduce MDSC, incluyendo, por ejemplo, 

pero no por vía de limitación, un anticuerpo que tiene como 

objetivo un marcador de superficie de MDSC tal como un 

anticuerpo anti-CD33 o una región variable del mismo; un 

anticuerpo anti-CD11b o región variable del mismo; un inhibidor 5 

COX2, por ejemplo celecoxib; sunitinib y/o todos los ácidos 

trans retinoicos (por ejemplo, vea Najjar y Finke, 2013, 

Fronteras en Oncología, 3 (49) 1-9). 

 

5.5  MODIFICACIONES QUE MEJORAN EL ESPARCIMIENTO Y ACTIVIDAD DEL 10 

VIRUS  

 

 En ciertas incorporaciones no limitantes de la 

invención, un VV es modificado para mejorar el esparcimiento y/o 

la actividad del virus.  En particular en incorporaciones no 15 

limitantes, un VV es modificado para aumentar la cantidad de 

envoltura extracelular desde el virus que se produce, por 

ejemplo mediante introducir una o más de las siguientes 

mutaciones: A34R Lys151 a Glu; supresión completa o parcial de 

B5R; mutación/supresión de A36R y/o mutación/supresión de A56R. 20 

En ciertas incorporaciones, un VV modificado puede incluir una 

supresión completa o parcial de B5R. 

 

5.6  VIRUS MODIFICADOS 

 25 
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 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV inmuno-oncolítico que comprende una 

o más, o dos o más, o tres o más o cuatro o más, de las 

siguientes modificaciones, como se describe en las secciones 

dadas arriba: 5 

 

 (i)   una mutación de columna viral: 

 

 (ii)   una modificación de glicosilación viral; 

 10 

 (iii)  una modificación que promueve la respuesta de 

célula-T; 

 

 (iv)   una modificación que inhibe la inmunosupresión; 

y/o 15 

 

 (v)   una modificación que mejora la actividad y el 

esparcimiento de virus. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 20 

invención proporciona un VV que comprende una modificación de 

glicosilación viral y una o más de las siguientes 

modificaciones, como se describió en la secuencia dada arriba: 

 

 (i)   una mutación de columna viral: 25 
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 (ii)  una modificación que promueve una respuesta de 

célula-T; 

 

 (iii)  una modificación que inhibe la inmunosupresión; 

y/o 5 

 

 (iv)   una modificación que mejora el esparcimiento y 

la actividad de virus. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 10 

invención proporciona un VV el cual está tratado con un agente 

que reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo 

sialilación) antes de la administración a un anfitrión y 

comprende o leva o contiene una o más de las siguientes 

modificaciones, como se describió en las secciones anteriores:   15 

 

 (i)   una mutación de columna viral: 

 

 (ii)  una modificación que promueve la respuesta de 

célula-T; 20 

 

 (iii)  una modificación que inhibe la inmunosupresión; 

y/o 

 

 (iv)   una modificación que mejora el esparcimiento y 25 

la actividad de virus. 
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 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV que tiene una glicosilación reducida 

(por ejemplo sialilación) en relación a un virus no modificado y 

comprende o lleva o contiene una o más de las siguientes 5 

modificaciones, como se describió en las secciones anteriores:   

 

 (i)   una mutación de columna viral: 

 

 (ii)  una modificación que promueve la respuesta de 10 

célula-T; 

 

 (iii)  una modificación que inhibe la inmunosupresión; 

y/o 

 15 

 (iv)   una modificación que mejora el esparcimiento y 

la actividad de virus. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV que es tratado con un agente que 20 

reduce la cantidad de glicosilación antes de la administración a 

un anfitrión o que de otra manera tiene una glicosilación 

reducida en relación al virus no modificado. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 25 

invención proporciona un VV que es tratado con sialidasa antes 
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de la administración a un anfitrión o que de otra manera tiene 

residuos de ácido sialico reducidos en relación a un virus no 

modificado. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 5 

invención proporciona un VV que comprende o lleva o contiene un 

ácido nucleico codificando TRIF. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV que comprende o lleva o contiene un 10 

ácido nucleico codificando un antagonista PGE2 (por ejemplo 15-

PGDH o HPGD). 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV que comprende una o más 15 

modificaciones que mejoran el esparcimiento y la actividad de 

virus seleccionados del grupo de A34R Lys151 a la mutación Glu; 

una supresión completa o parcial de B5R; una mutación/supresión 

de A36R y/o una mutación/supresión de A56R. 

 20 

 En las incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV que comprende una o más 

modificaciones de columna de virus seleccionadas del grupo de 

una mutación que reduce la expresión de IL-18BP funcional (por 

ejemplo supresión CD12L), supresión B8R,  supresión B18R, 25 

supresión A35R, o una combinación de las mismas. 
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 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV que es tratado con un agente que 

reduce la cantidad de glicosilación antes de la administración a 

un anfitrión o que de otra manera tiene una glicosilación 5 

reducida en relación al virus no modificado y además comprende o 

lleva o contiene un ácido nucleico codificando TRIF o un dominio 

funcional del mismo. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 10 

invención proporciona un VV el cual está tratado con un agente 

que reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo 

sialilación) antes de la administración a un anfitrión o que de 

otra manera ha reducido la glicosilación (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación al virus no modificado y 15 

además comprende o lleva o contiene un ácido nucleico 

codificando un antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD). 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV el cual está tratado con un agente 20 

que reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo 

sialilación) antes de la administración a un anfitrión o que de 

otra manera ha reducido la glicosilación (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a virus no modificado y además 

comprende o lleva o contiene un ácido nucleico codificando TRIF 25 
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o un dominio funcional del mismo y/o un ácido nucleico 

codificando un antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD). 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV el cual está tratado con un agente 5 

que reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo, 

sialilación) antes de la administración a un anfitrión o que de 

otra manera ha reducido la glicosilación (por ejemplo, 

sialilación reducida) en relación a un virus no modificado y 

además comprende una o más modificaciones que mejoran el 10 

esparcimiento y actividad del virus seleccionado del grupo de un 

A34R Lys151 a mutación Glu; una supresión completa o parcial de 

B5R; una supresión/mutación de A36R y/o una mutación/supresión 

de A56R.  En ciertas incorporaciones, la presente invención 

proporciona un VV deglicosilado que comprende una supresión 15 

completa o parcial de B5R. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV el cual está tratado con un agente 

que reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo 20 

sialilación) antes de la administración a un anfitrión o que de 

otra manera ha reducido la glicosilación (por ejemplo una 

sialilación reducida) en relación a un virus no modificado y 

además comprende una o más modificaciones de columna de virus 

seleccionadas del grupo de una mutación que reduce la expresión 25 

de IL-18BP funcional (por ejemplo supresión C12L), supresión 
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B8R, supresión B18R, supresión A35R, o una combinación de los 

mismos.  En ciertas incorporaciones, la presente invención 

proporciona un VV deglicosilado que comprende una supresión 

C12L. 

 5 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV el cual está tratado con un agente 

que reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo 

sialilación) antes de la administración a un anfitrión o que de 

otra manera ha reducido la glicosilación (por ejemplo 10 

sialilación reducida) en relación a virus no modificado y además 

comprende una o más modificaciones de columna de virus 

seleccionadas del grupo de una mutación que reduce la expresión 

de IL-18BP funcional (por ejemplo supresión C12L), supresión 

B8R, supresión B18R, supresión A35R, o una combinación de los 15 

mismos y además comprende una o más modificaciones que mejoran 

el esparcimiento y la actividad de virus seleccionados del grupo 

de A34R Lys151 a mutación Glu; una supresión completa o parcial 

de B5R; una mutación/supresión de A36R y/o una 

mutación/supresión de A56R.  En ciertas incorporaciones, la 20 

presente invención proporciona un VV deglicosilado el cual 

comprende una supresión C12L y una supresión B5R. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV el cual está tratado con un agente 25 

que reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo 
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sialilación) antes de la administración a un anfitrión o que de 

otra manera tiene una glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a un virus no modificado y 

además comprende o lleva o contiene un ácido nucleico 

codificando TRIF o un dominio funcional del mismo y además 5 

comprende una o más modificaciones de columna de virus 

seleccionadas del grupo de una mutación que reduce la expresión 

de IL-18BP funcional (por ejemplo supresión C12L), una supresión 

B8R, una supresión B18R, una supresión A35R, o una combinación 

de los mismos.  En ciertas incorporaciones, el virus comprende 10 

la supresión C12L. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV que esta tratado con un agente que 

reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo sialilación) 15 

antes de la administración en anfitrión o que de otra manera 

tiene una glicosilación reducida (por ejemplo una sialilación 

reducida) en relación a un virus no modificado y además 

comprende o lleva o contiene un ácido nucleico codificando un 

antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD) y además comprende 20 

una o más modificaciones de columna de virus seleccionadas del 

grupo de mutación que reduce la expresión de IL-18BP funcional 

(por ejemplo supresión C12L), supresión B8R, supresión B18R, 

supresión A35R, o una combinación de los mismos. 

 25 
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 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona el TK- VV el cual está tratado con un 

agente que reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo 

sialilación) antes de la administración a un anfitrión o que de 

otra manera tiene una glicosilación reducida (por ejemplo 5 

sialilación reducida) en relación a un virus no modificado y 

además comprende o lleva o contiene un ácido nucleico 

codificando TRIF o un dominio funcional del mismo y un ácido 

nucleico codificando un antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o 

HPGD), y además comprende una o más modificaciones de columna de 10 

virus seleccionadas del grupo de mutación que reduce la 

expresión de IL-18BP funcional (por ejemplo supresión C12L), 

supresión B8R, supresión B18R, una supresión A35R, o 

combinaciones de las mismas. 

 15 

 En incorporaciones no limitantes la presente invención 

proporciona un VV el cual está tratado con un agente que reduce 

la cantidad de glicosilación (por ejemplo sialilación) antes de 

la administración a un anfitrión o que de otra manera tiene una 

glicosilación reducida (por ejemplo sialilación reducida) en 20 

relación a un virus no modificado y además comprende o lleva o 

contiene un ácido nucleico codificando TRIF o un dominio 

funcional del mismo y además comprende una o más modificaciones 

que mejoran el esparcimiento y actividad del virus seleccionados 

del grupo de un A34R Lys151 a mutación Glu; una supresión 25 
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completa o parcial de B5R; una mutación/supresión de A36R y/o 

una mutación/supresión de A56R. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV el cual está tratado con un agente 5 

que reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo 

sialilación) antes de la administración a un anfitrión o que de 

otra manera tiene una glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a virus no modificado y además 

comprende o lleva o contiene un ácido nucleico codificando un 10 

antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD) y además comprende 

una o más modificaciones que mejoran el esparcimiento y 

actividad de virus seleccionada del grupo de un A34R Lys151 a 

mutación Glu; una supresión completa o parcial de B5R; una 

mutación/supresión de A36R y/o una mutación/supresión de A56R. 15 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV que está tratado con un  agente que 

reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo sialilación) 

antes de la administración a un anfitrión o que de otra manera 20 

tiene  una glicosilación reducida (por ejemplo sialilación 

reducida) en relación a un virus no modificado y además 

comprende  o lleva o contiene un ácido nucleico codificando TRIF 

o un dominio funcional del mismo y un ácido nucleico codificando 

un antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD), y además 25 

comprende una o más modificaciones que mejoran el esparcimiento 
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y actividad de virus seleccionadas del grupo de un A34R Lys151 a 

mutación Glu; una supresión completa o parcial de B5R; una 

mutación/supresión de A36R y/o una mutación/supresión de A56R.  

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV que es tratado con un  agente que 5 

reduce la cantidad de glicosilación (por ejemplo sialilación) 

antes de la administración a un anfitrión o que de otra manera 

tiene  una glicosilación reducida (por ejemplo sialilación 

reducida) en relación a virus no modificado y además comprende  

o lleva o contiene un ácido nucleico codificando TRIF o un 10 

dominio funcional del mismo y un ácido nucleico codificando un 

antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD), y además 

comprende una o más modificaciones que mejoran el esparcimiento 

y actividad de virus seleccionadas del grupo de un A34R Lys151 a 

mutación Glu; una supresión completa o parcial de B5R; una 15 

mutación/supresión de A36R y/o una mutación/supresión de A56R y 

que comprende una o más modificaciones de columna de virus 

seleccionadas del grupo de una mutación que reduce la expresión 

de IL-18BP funcional (por ejemplo supresión C12L), una supresión 

B8R, una supresión B18R, una supresión A35R, o una combinación 20 

del mismo.  En ciertas incorporaciones, el virus comprende la 

supresión C12L.  En ciertas incorporaciones, el VV puede 

comprender la supresión C12L y la supresión B5R. 

 

 Las modificaciones arriba descritas pueden ser 25 

producidas en un VV (virus de vaccinia) que es conocido en el 
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arte.  Los ejemplos no limitantes incluyen el: cepa reserva 

Western, cepa Copenhagen; cepa Wyeth (NYCBOH); la cepa Tian 

Tian; la cepa USSR (y vea las referencias 1 y 2 abajo).  La cepa 

VV de base modificada como se establece aquí puede en sí misma 

comprender una o más mutaciones en relación a su cepa padre, por 5 

ejemplo, pero no limitándose a una o más de las siguientes: 

supresión en TK- (por ejemplo denotada aquí como “TK-“); 

supresión en VGF; SPI-1; supresión: y/o supresión SPI-2. 

 

 En ciertas incorporaciones no limitantes la presente 10 

invención proporciona un virus de vaccinia con las siguientes 

modificaciones: 

 

 (i)   una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un virus no 15 

modificado; 

 

 (ii)   un ácido nucleico codificando TRIF o un dominio 

funcional del mismo; y/o 

 20 

 (iii)   un ácido nucleico codificando 15-PGDH o un 

dominio funcional del mismo. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un virus de vaccinia con las siguientes 25 

modificaciones: 
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 (i)   una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un virus no 

modificado; 

 5 

 (ii)   un ácido nucleico codificando TRIF o un dominio 

funcional del mismo;  

 

 (iii)   un ácido nucleico codificando 15-PGDH o un 

dominio funcional del mismo;  y/o 10 

 

 (iv)   una supresión C12L. 

         

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV con las siguientes modificaciones: 15 

 

 (i)   una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un virus no 

modificado; 

 20 

 (ii)   un ácido nucleico codificando TRIF o un dominio 

funcional del mismo;  

 

 (iii)   un ácido nucleico codificando 15-PGDH o un 

dominio funcional del mismo;   25 
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 (iv)   una supresión C12L;  y/o 

  

 (v)   una supresión B5R. 

 

 En ciertas incorporaciones no limitantes, la presente 5 

invención proporciona un virus de vaccinia con las siguientes 

modificaciones: 

 

 (i)   una supresión TK;  

  10 

 (ii)   una envoltura con una glicosilación reducida 

(por ejemplo sialilación reducida) en relación a un virus no 

modificado; 

   

 (iii)   un ácido nucleico codificando TRIF, o un 15 

dominio funcional del mismo; y/o 

 

 (iv)   un ácido nucleico codificando 15-PGDH, o un 

dominio funcional del mismo. 

 20 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un virus de vaccinia con las siguientes 

modificaciones: 

 

 (i)   una supresión TK;  25 
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 (ii)   una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un virus no 

modificado; 

   

 (iii)   un ácido nucleico codificando TRIF, o un 5 

dominio funcional del mismo;  

                  

 (iv)   un ácido nucleico codificando 15-PGDH, o un 

dominio funcional del mismo; y/o  

 10 

 (v)   una supresión C12L. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la presente 

invención proporciona un VV con las siguientes modificaciones: 

 15 

(i) una supresión TK; 

 

  (ii)  una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un virus no 

modificado; 20 

   

 (iii)   un ácido nucleico codificando TRIF, o un 

dominio funcional del mismo;  

                  

 (iv)   un ácido nucleico codificando 15-PGDH, o un 25 

dominio funcional del mismo;  
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 (v)   una supresión C12L; y/o 

 

 (vi)   una supresión B5R. 

 5 

5.7  MÉTODOS DE TRATAMIENTO 

 

 La presente invención proporciona un método para 

reducir el crecimiento de una célula de cáncer que comprende 

administrar, a la célula de cáncer de un sujeto, una cantidad 10 

efectiva de un virus de vacciniea inmuno oncolítico, como se 

describió arriba.  Reducir el crecimiento de una célula de 

cáncer puede ser manifestado, por ejemplo, mediante muerte de la 

célula o una tasa de replicación más lenta o una tasa de 

crecimiento reducida de un tumor que comprende la célula o una 15 

supervivencia prolongada de un sujeto conteniendo la célula de 

cáncer. 

 

 Un “sujeto” o “paciente” como se usó 

intercambiablemente aquí se refiere a un humano o a un sujeto no 20 

humano.  Los ejemplos no limitantes de sujetos no humanos 

incluyen primates no humanos, perros, gatos, ratones, ratas, 

cochinillas de guinea, ratones, cerdos, aves, caballos, vacas, 

cabras, ovejas, etc. 

 25 
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 La presente invención proporciona un método para 

reducir el crecimiento de un tumor que comprende administrar, al 

tumor, una cantidad efectiva de un virus de vaccinia 

inmunooncolítico, como se describió arriba.  Reduciendo el 

crecimiento de un tumor puede ser manifestado por ejemplo 5 

mediante una tasa de crecimiento reducida o una supervivencia 

prolongada de un sujeto que tiene el tumor. 

 

 La presente invención proporciona un método para 

tratar a un sujeto que tiene cáncer comprendiendo administrar, 10 

al sujeto, una cantidad efectiva de un virus de vacciniea inmuno 

oncolítico como se describió arriba. 

 

 Una “cantidad efectiva” en tal método incluye una 

cantidad que reduce la tasa de crecimiento o de esparcimiento 15 

del cáncer o que prolonga la supervivencia del sujeto.  En 

ciertas incorporaciones, una cantidad efectiva puede incluir una 

cantidad que es suficiente para producir un efecto anti-cáncer 

en un sujeto. 

 20 

 Un efecto “anti-cáncer” como se usó aquí, se refiere a 

uno o más de una reducción en masa de células de cáncer 

agregadas, una reducción en una tasa de crecimiento de célula de 

cáncer, en una reducción en la proliferación de células de 

cáncer, en una reducción de la masa de tumor, en una reducción 25 

en el volumen de tumor, en una reducción en proliferación de 
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célula de tumor, en una reducción en la tasa de crecimiento de 

tumor y/o en una reducción en la metástasis de tumor. 

 

 En ciertas incorporaciones, la presente invención 

proporciona un método para producir un efecto anti-cáncer en un 5 

sujeto que tiene cáncer comprendiendo administrar al sujeto, una 

cantidad efectiva de un virus de vaccinia inmunooncolítico como 

se describió arriba. 

 

 En incorporaciones no limitantes, la cantidad de virus 10 

de vaccinia administrada (por ejemplo dosis) puede ser de entre 

alrededor de 10
3
 y de 10

11
 unidades formadoras de placa (PFU) o 

de entre alrededor de 10
5
 y 10

10
 unidades formadoras de placa o 

de entre alrededor de 10
5
 y 10

8
 unidades formadoras de placa, o 

de entre alrededor de 10
5
  10

11
 unidades formadoras de placa o de 15 

entre alrededor de 10
8
 y 10

11
 unidades formadoras de placa.  

También véase Thorne y Kim, 2009, Cáncer Revisión Nacional 9:64-

71.  Note que aquí 10
X
 es expresado alternativamente como 1eX.  

En ciertas incorporaciones, el virus oncolítico puede ser 

administrado en una dosis única o puede ser administrado en 20 

múltiples dosis.  En ciertas incorporaciones en donde el virus 

es administrado en dosis múltiples, las dosis pueden ser 

administradas secuencialmente, por ejemplo, diariamente, 

semanalmente o a intervalos mensuales o en respuesta a una 

necesidad específica del sujeto. 25 
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 En ciertas incorporaciones, el virus inmunooncolítico 

puede ser administrado en una composición farmacéutica, en donde 

el virus está presente en una cantidad efectiva y combinado con 

un portador farmacéuticamente aceptable.  El término 

“farmacéuticamente aceptable” como se usó aquí, incluye 5 

cualquier portador el cual no interfiere con la efectividad de 

la actividad biológica de los ingredientes activos y/o que no es 

tóxico al paciente al que se administra.  Los ejemplos no 

limitantes de los portadores farmacéuticos adecuados incluyen 

soluciones salinas tamponeadas con fosfato, agua, emulsiones, 10 

tal como emulsiones de aceite/agua, varios tipos de agentes 

humectantes  y soluciones estériles.  Los ejemplos no limitantes 

adicionales de portadores farmacéuticamente compatibles pueden 

incluir geles, materiales de matriz bioadsorbibles, elementos de 

implantación que contienen el virus de vaccinia oncolítico o 15 

cualquier otro vehículo adecuado, medios de entrega o surtido o 

material.  Tales portadores pueden ser formulados por métodos 

convencionales y pueden ser administrados a un sujeto en una 

cantidad efectiva. 

 20 

 El virus de vaccinia de la presente invención puede 

ser producido por métodos conocidos por un experto en el arte.  

En ciertas incorporaciones, el virus de vaccinia puede ser 

propagado en células anfitrionas adecuadas, aislado de las 

células anfitrionas y almacenado en condiciones que promueven la 25 

estabilidad y la integridad del virus, de manera que la pérdida 
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de inefectividad con el tiempo es minimizada.  Por ejemplo, el 

virus de vaccinia puede ser almacenado mediante congelado o 

secado, tal como mediante liofilización.  En ciertas 

incorporaciones, antes de la administración, el virus de 

vaccinia almacenado puede ser reconstituido (por ejemplo si se 5 

seca para el almacenamiento) y diluido en un portador 

farmacéuticamente aceptable para la administración. 

 

 El virus oncolítico puede ser administrado al sujeto 

usando métodos de administración estándar.  En ciertas 10 

incorporaciones no limitantes, el virus oncolítico puede ser 

administrado sistémicamente.  Alternativamente o adicionalmente, 

el virus oncolítico puede ser administrado por inyección en el 

sitio de cáncer, por ejemplo, en el sitio del tumor.  Por 

ejemplo, y no por vía de limitación, la ruta de administración 15 

puede ser mediante inhalación, intranasal, intravenosa, 

intraarterial, intratecal, intratumoral, intraperitonial, 

intramuscular, subcutánea, tópica, intradérmica, regional local, 

administración oral, o combinaciones de las mismas.  En ciertas 

incorporaciones, el virus oncolítico puede ser administrado al 20 

paciente desde una fuente implantada en el paciente.  En ciertas 

incorporaciones, la administración del virus oncolítico puede 

ocurrir mediante infusión continua sobre un período de tiempo 

seleccionado.  En ciertas incorporaciones, las composiciones 

farmacéuticas pueden ser administradas directamente a un sitio 25 
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de tumor, por ejemplo, a través de inyección intratumoral 

directa. 

 

 Los cánceres que pueden ser tratados mediante terapia 

de virus de vaccinia inmunooncolítica incluyen pero no se 5 

limitan a adenocarcinoma, ostisarcoma, carcinoma cérvico, 

melanoma, carcinoma heptacelular, cáncer de seno, cáncer de 

pulmón,  cáncer de próstata, cáncer ovario, leucemia, linfoma, 

carcinoma renal, cáncer pancreático, cáncer gástrico, carcinoma 

de colon, cáncer duodenal, glioblastoma multiforme, astrocitoma 10 

y sarcoma. 

 

 En ciertas incorporaciones, el tratamiento usando el 

virus de vaccinia inmunooncolítico, como se describió arriba 

puede ser usado solo o en combinación con uno o más agentes 15 

anticáncer.  Un “agente anticáncer” como se usó aquí, pude ser 

cualquier molécula, compuesto, químico o composición que tiene 

un efecto anti-cáncer.  Los agentes anti-cáncer incluyen pero no 

se limitan a agentes quimioterapéuticos, agentes 

radioterapéuticos, citoquinas, inhibidores de punto de 20 

verificación inmune, agentes angiogénicos, agentes que inducen 

la apoptosis, anticuerpos en contra del cáncer y/o agentes de 

quinasa anti-ciclina dependientes. 

 

 En ciertas incorporaciones, el tratamiento usando un 25 

virus de vaccinia inmunooncolítica puede usarse solo o en 
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combinación con uno o más agentes inmunomodulatorios.  Un agente 

inmunomodulatorio puede incluir cualquier compuesto, molécula o 

sustancia capaz de suprimir la inmunidad anti-viral asociada con 

Un tumor o cáncer.  En ciertas incorporaciones, el agente 

inmunomodulatorio es capaz de suprimir la inmunidad innata y/o 5 

la inmunidad innata y/o la inmunidad adaptiva al virus 

oncolítico.  Los ejemplos no limitantes de los agentes 

inmunomodulatorios incluyen un anticuerpo anti-CD33 a una región 

variable del mismo, un anticuerpo anti-CD11b o una región 

variable del mismo, un inhibidor COX2, por ejemplo celecoxib, 10 

citoquinas tal como IL-12, GM-CSF, IL-2, IFN y IFN, y 

quimioquinas tal como MIP-1, MCP-1, e IL-8.  En ciertas 

incorporaciones, el agente inmunomodulatorio incluye inhibidores 

de punto de verificación inmune tal como pero no limitándose a 

agonistas anti-CTLA4, anti-PD-1, anti-PDL1 y TLR (por ejemplo, 15 

Poly I:C). 

 

 La frase “en combinación con” como se usó aquí 

significa que el virus de vaccinia inmunooncolítico y el uno o 

más agentes son administrados a un sujeto como parte de un 20 

tratamiento o plan.  En ciertas incorporaciones, siendo usadas 

en combinación no requieren que el virus de vaccinia 

inmunooncolítico y el uno o más agentes sean físicamente 

combinados antes de la administración o que estos sean 

administrados sobre el mismo cuadro de tiempo.  Por ejemplo,  y 25 

no por vía de limitación, el virus de vaccinia inmunooncolítico 
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y el uno o más agentes pueden ser administrados concurrentemente 

con el sujeto que está siendo tratado, o pueden ser 

administrados concurrentemente con el sujeto que está siendo 

tratado, o pueden ser administrados al mismo tiempo o 

secuencialmente en cualquier orden o en puntos diferentes en el 5 

tiempo. 

 

 En ciertas incorporaciones, un método para tratar un 

sujeto teniendo cáncer incluye administrar, al sujeto, una 

cantidad efectiva de un virus de vaccinia aminooncolítico que 10 

comprende: (i) una envoltura con glicosión reducida (por 

ejemplo, sialilación reducida) en relación a un virus no 

modificado; (ii) un ácido nucleico codificando TRIF , o un 

dominio funcional del mismo; y (iii) un ácido nucleico 

codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del mismo. 15 

 

 En ciertas incorporaciones, un método para el 

tratamiento de un sujeto teniendo un cáncer incluye administrar, 

al sujeto, una cantidad efectiva de un virus de vacciniea 

inmunooncolítico que comprende: (i) una envoltura con 20 

glicosilación reducida (por ejemplo sialilación reducida) en 

relación a un virus no modificado; (ii) un ácido nucleico 

codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iii) un 

ácido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del 

mismo; y (iv) una supresión de C12L. 25 
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 En ciertas incorporaciones, un método para tratar al 

sujeto teniendo un cáncer incluye administrar, al sujeto, una 

cantidad efectiva de un virus de vaccinia inmunooncolítico que 

comprende:  (i) una envoltura con una glicosilación reducida 

(por ejemplo una sialilación reducida en relación al virus no 5 

modificado; (ii) un ácido nucleico codificando TRIF, o un 

dominio funcional del mismo; (iii) un ácido nucleico codificando 

15-PGDH, o un dominio funcional del mismo; (iv)  una supresión 

de C12L; y (v) una supresión b5R. 

 10 

 En ciertas incorporaciones, un método para tratar un 

sujeto teniendo un cáncer incluye administrar, al sujeto, una 

cantidad efectiva de un virus de vaccinia inmunooncolítico que 

comprende: (i) una supresión TK; (ii) una envoltura con una 

glicosilación reducida (por ejemplo sialilación reducida) en 15 

relación a un virus no modificado; (iii) un ácido nucleico 

codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; y (iv) un 

ácido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del 

mismo. 

 20 

 En ciertas incorporaciones, un método para tratar a un 

sujeto teniendo un cáncer incluye administrar, al sujeto, una 

cantidad efectiva de virus de vaccinia inmunooncolítico que 

comprende: (i) una supresión  TK; (ii) una envoltura con 

glicosilación reducida (por ejemplo una sialilación reducida) en 25 

relación a un virus no modificado; (iii) un ácido nucleico 



 

 

57  

codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iv) un 

ácido nucleico codificando 15-PGDH o un dominio funcional del 

mismo; y (iv) una supresión C12L. 

 

 En ciertas incorporaciones, un método de tratamiento 5 

de un sujeto teniendo un cáncer incluye administrar, al sujeto, 

una cantidad efectiva de un virus de vaccinia inmunooncolítico 

que comprende:  (i) una supresión  TK; (ii) una envoltura con 

glicosilación reducida (por ejemplo una sialilación reducida) en 

relación a un virus no modificado; (iii) un ácido nucleico 10 

codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iv) un 

ácido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del 

mismo; (iv) una supresión C12L; y (vi) una supresión B5R. 

 

 En ciertas incorporaciones, los métodos de la presente 15 

invención pueden además incluir el administrar al sujeto una 

cantidad efectiva de uno o más agentes.  Por ejemplo, y no por 

vía de limitación, el agente puede ser un agente en contra del 

cáncer y/o un agente inmunomodulatorio como se describió arriba. 

 20 

5.8  EQUIPOS 

 

 La presente invención además proporciona equipos que 

dan un virus de vaccinia inmunooncolítico como se describió 

arriba.  En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente 25 

invención puede incluir un virus de vaccinia inmunooncolítico o 
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una composición farmacéutica comprendiendo un virus de vaccinia 

inmunooncolítico como se describió arriba.  En ciertas 

incorporaciones, un equipo de la presente invención puede además 

incluir uno o más componentes tal como las instrucciones de uso, 

dispositivos y reagentes adicionales, y componentes, tales como 5 

tubos, recipientes y jeringas para llevar a cabo los métodos 

descritos anteriormente.  En ciertas incorporaciones, un equipo 

de la presente invención puede además incluir uno o más agentes, 

por ejemplo, agentes en contra del cáncer y/o agentes 

inmunomodulatorios que pueden ser administrados en combinación 10 

con un virus de vaccinia inmunooncolítico. 

 

 En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente 

invención puede incluir instrucciones para usar, un dispositivo 

para administrar el virus de vaccinia inmunooncolítico a un 15 

sujeto o un dispositivo para administrar un agente adicional o 

un compuesto a un sujeto.  Por ejemplo, y no por vía de 

limitación, las instrucciones pueden incluir una descripción del 

virus de vaccinia inmunooncolítico y, opcionalmente, otros 

componentes incluidos en el equipo, y métodos para la  20 

administración, incluyen métodos para determinar el estado 

adecuado del sujeto, la cantidad de dosis adecuada y el método 

de administración adecuado para administrar el virus de vaccinia 

inmunooncolítico.  Las instrucciones pueden también incluir 

guías para vigilar al sujeto por la duración del tiempo del 25 

tratamiento. 
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 En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente 

invención puede incluir un dispositivo para administrar el virus 

de vaccinia inmunooncolítico a un sujeto.  Cualquiera de una 

variedad de dispositivos conocidos en el arte para administrar 5 

medicamentos y composiciones farmacéuticas pueden ser incluidos 

en los equipos proporcionados ahí.  Por ejemplo, y no por vía de 

limitación, tales dispositivos incluyen, una aguja hipodérmica, 

una aguja intravenosa, un catéter, un dispositivo de inyección 

de menos aguja, un inhalador y un surtidor de líquido, tal como 10 

un gotero de ojos.  En ciertas incorporaciones, un virus de 

vaccinia inmunooncolítico que va ser entregado sistémicamente, 

por ejemplo, mediante inyección intravenosa, puede ser incluido 

en un equipo con una jeringa y aguja hipodérmica. 

 15 

 En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente 

invención incluye una cantidad efectiva de un virus de vaccinia 

inmunooncolítico que comprende: (i) una envoltura con 

glicosilación reducida (por ejemplo una sialilación reducida) en 

relación a un virus no modificado; (ii) un ácido nucleico 20 

codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; y (iii) un 

ácido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del 

mismo. 

    

 En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente 25 

invención incluye una cantidad efectiva de un virus de vaccinia 
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inmunooncolítico que comprende: (i) una envoltura con 

glicosilación reducida (por ejemplo una sialilación reducida) en 

relación a un virus no modificado; (ii) un ácido nucleico 

codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iii) un 

ácido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del 5 

mismo; y (iv) una supresión C12L. 

 

 En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente 

invención incluye una cantidad efectiva de un virus de vaccinia 

inmunooncolítico que comprende: (i) una envoltura con una  10 

glicosilación reducida (por ejemplo una sialilación reducida) en 

relación al virus no modificado; (ii) un ácido nucleico 

codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iii) un 

ácido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del 

mismo, (iv) una supresión C12L; y (v) una supresión B5R. 15 

 

En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente invención 

incluye una cantidad efectiva de un virus de vaccinia 

inmunooncolítica que comprende: (i) una supresión TK; (ii) una 

envoltura con una glicosilación reducida (por ejemplo una 20 

sialilación reducida) en relación a un virus no codificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; y (iv) un ácido nucléico  codificando 15-

PGDH, o un dominio funcional del mismo. 

 25 
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En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente invención 

incluye una cantidad efectiva de un virus de vaccinia 

inmunooncolítico que comprende: (i) una supresión TK; (ii) una 

envoltura con glicosilación reducida (por ejemplo sialilación 

reducida) en relación a un virus no modificado; (iii) un ácido 5 

nucléico codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; 

(iv) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio 

funcional del mismo; y (v) una supresión C12L. 

 

En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente invención 10 

incluye una cantidad efectiva de un virus de vaccinia 

inmunooncolítico que comprende: (i) una supresión TK; (ii) una 

envoltura con glicosilación reducida (por ejemplo sialilación 

reducida) en relación a un virus no modificado; (iii) un ácido 

nucléico codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; 15 

(iv) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio 

funcional del mismo; (v) una supresión C12L; y (v) una 

supresión B5R. 

 

Los siguientes ejemplos son ofrecidos para ilustrar más 20 

completamente la descripción, pero no deben considerarse como 

limitantes del alcance de la misma. 

 

6. EJEMPLO 1: EFECTO DE MUTACION DE COLUMNA C12L 

 25 
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El virus de vaccinia (VV) negativo quinasa timidina de Reserva 

Western ("TK-") fue modificado para suprimir C12L. La cepa de 

vaccinia de Reserva Western fue obtenida de VEI Resources (de 

Manassas, Virginia) y todos los virus de vaccinia recombinantes 

usados o construidos estuvieron basados sobre esta cepa. 5 

 

Un mutante de supresión de virus careciendo de 40% de C12L ORF 

fue construido usando una selección dominante transiente 

Falkner & Moss, 1990, Diario de Virología 64(6) 3108-3111).  

Las células fueron infectadas con un WR de vaccinia tipo 10 

silvestre y simultáneamente se transfectaron con un plásmido 

conteniendo las regiones 3’ y 5’ del gen C12L.  La 

recombinación se dejó que ocurriera y un marcador seleccionable 

se usó para determinar los eventos de recombinación.  Los virus 

fueron titulados mediante ensayo de placa sobre células BSC-1, 15 

fabricados y purificados como se describió previamente en uso 

en vivo (Sampath, P y otros (2013) Mol. Ther., 21: 620-628). 

 

Los ratones C57BL/6 llevando un tumor CMT-93 fueron 

administrados con unidades formadoras de placa de 5 x 10
8
 20 

(“PFU”) de virus WR no modificado o virus llevando la supresión 

C12L (WRΔC12L). Para probar lo específico del tumor del virus, 

la cantidad de virus en cerebro, hígado, pulmón y tumor fue 

evaluada a 1, 3 y 10 días después de la infección. Los 

resultados, en la figura 1A muestran que aun cuando 25 

aproximadamente en cantidades equivalentes de virus WR y 
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WRΔC12L se encontraron en el hígado, pulmón y tumor un día 

después de la infección, mediante diez días muy poco virus 

WRΔC12L se encontraron en un tejido sin tumor en relación a la 

cantidad encontrada en el tumor, con el diferencial en la 

expresión de tumor/no tumor siendo mucho menor para el virus WR 5 

no modificado. 

 

Para evaluar el efecto de la mutación C12L en la supervivencia, 

los ratones C57BL/6 (comprados de The Jackson Laboratory (de 

Bar Harbor, ME) llevando tumores CMT-93 subcutáneos fueron 10 

tratados intravenosamente con una dosis única de 1 x 10
8
 de 

unidades formadoras de placa de WR o de virus WRΔC12L, y 

después se vigilaron.  Aun cuando todos los ratones recibiendo 

el virus WR habían muerto antes de 60 días posteriores a la 

infección, después de 70 días 50% de los animales WRΔC12L aún 15 

estaban vivos (Figura 1B). 

 

Los animales fueron primero inmunizados con el virus WR o el 

virus WRΔC12L y las células-T de estos ratones (o ratones de 

control) fueron mezcladas con el virus WR y los niveles de 20 

producción IFN-γ fueron determinados mediante ELISA. Los 

resultados están mostrados en la figura 1C e indican que la 

supresión C12L resultó en una producción mayor de CTL o de IFN-

γ produciendo esplenocitos. 

 25 

7. EJEMPLO 2. EFECTO DE TRATAMIENTO DE DEGLICOSILACIÓN 
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Para probar el efecto de la modificación de la glicosilación de 

las proteínas de superficie viral, fueron removidos WR TK- 

Virus de viccinia, glicans N-enlazado y O-enlazado simple, por 

ejemplo ácido siálico, de dicha envoltura viral usando 5 

Sialidasa A (Glyko Sialidasa A, Código WS0042) o un coctail de 

N- y O-glicanasas y Sialidasa A (equipo de Deglicosilación 

Enzimática Glycopro, Código de Producto: GK80110, Prozyme). El 

protocolo de no-desnaturalización para la deglicosilación de un 

virus fue para tomar (i) 20 µl de un caldo de virus; (ii) 10 

agregar 17 µl de agua deionizada; (iii) agregar 10 µl de un 

amortiguador de reacción 5X; (iv) agregar 1 µl cada uno de N-

Glicanasa, Sialidasa A y O-Glicanasa (o cualquier enzima sola 

usada con 19 µl de agua deionizada); y (v) incubar a 37°C por 

16 horas antes del uso.  La deglicosilación del virus fue 15 

confirmada por análisis de mancha Western (figura 2A). 

 

El efecto de la deglicosilación sobre la inefectividad del 

virus fue evaluada en diferentes líneas de célula de tumor de 

ratón infectadas con TK- (“WR” o WR.TK-) o su versión 20 

deglicosilada (“TK- deglic, “”WR deglic” y “DS WR.TK-“) a un 

MOI de 1.  El HeLa (adenocarcinoma de cérvix humana), Bsc-1 

(células de riñón normal de mono verde), 14eD (osteosarcoma 

humano), CV-1 (fibroblastos de mono verde), Renca 

(adenocarcinoma renal de ratón) y 4T1 (cáncer de pecho de 25 

ratón) las líneas de célula fueron obtenidas de una colección 
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de cultivo tipo Americano (Manassas, Virginia). Las células 

HEK293-mTLR2 fueron compradas de InvivoGen (de San Diego, 

California). Las líneas de células MC38 (adenocarcinoma de 

colon de ratón) y MEFs (fibroblastos embriónicos de ratón) 

fueron, respectivamente, una clase de regalo del Dr. David 5 

Bartlett y el Dr. Robert Sobol (Universidad del Centro de 

Cáncer de Pittsburgh). Todas las líneas de célula fueron 

mantenidas en el medio de cultivo recomendado conteniendo 5-10% 

de suero bovino fetal y antibióticos a 37°C, 5% de CO2. La 

inefectividad viral fue determinada mediante el analizar una 10 

expresión de gen viral.  La expresión de gen viral fue medida 

tres horas después de la infección mediante formación de imagen 

de bioluminiscencia de la expresión luciferasa in viro Para las 

células cultivadas, 10 µ de 30 mg/ml de D-luciferin (GoldBio, 

de St. Louis, Missouri) fueron agregados a 1 ml de medio de 15 

cultivo.  Como se observó en la figura 2BV, la deglicosilación 

de la envoltura de virus no tuvo un efecto sobre la 

inefectividad del virus. 

 

El efecto de deglicosilación sobre la activación TLR2 se evaluó 20 

en un sistema modelo el cual inhibe la activación NF-қB en 

células HEK293 diseñadas para expresar TLR2 (HEK293/mTLR2) y 

transfectadas con pNIFty, un plásmido reportero de TLR-

señalamiento.  El pNiFty (el plásmido-luciferasa reportero de 

señalamiento-TLR) fue obtenido de InvivoGen y se transfectó en 25 

células HEK293/mTLR2 usando el reactivo de transfección FuGENE 
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HD (Promega, de Madison, Wisconsin).  Las células HEK293/mTLR2 

fueron infectadas a un MOI de 1 con virus WR o WR deglicosilado 

y la activación TLR2 fue cuantificada 24 horas después de la 

infección mediante formación de imagen de bioluminiscencia.  

Como se muestra en la figura 2C, la deglicosilación del virus 5 

resultó en menos activación de TLR2 in vitro en comparación al 

virus que no fue deglicosilado.  Además, como se puede ver en 

la figura 3A, el virus deglicosilado fue asociado con 

esencialmente menos activación de TLR2 que el virus WR. 

 10 

El virus deglicosilado también exhibió mayor toma por los 

tumores.  Para estos experimentos, el gen de luciferasa bajo el 

control del promotor de vaccinia sintética pE/L (Chakrabarti y 

otros (1997).  Biotécnicas 23: 1094-1097) fue incorporado en el 

virus de vaccinia WR.TK- o DS WR.TK- (“WR.TK-Luc+" y "DS WR.TK-15 

Luc+", respectivamente), y se introdujo intravenosamente en los 

ratones BALB/c (comprados a The Jackson Laboratory (de Bar 

Harbor, ME)) llevando el tumor subcutáneo 4T1.  La expresión de 

gel viral en el tumor puede ser medida por formación de imagen 

de bioluminiscencia de la expresión de luciferasa en vivo.  20 

Para los modelos de animales, una dosis de 4.5 mg de D-

luciferin se inyectó intraperitonealmente por ratón antes de la 

formación de imagen.  Un modelo IVIS 2000 (PerkinElmer, 

Waltham, Maryland) fue usado para la formación de imagen y las 

imágenes fueron analizadas con el software LivingImage 25 

(PerkinElmer). 
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La figura 3B muestra que 24 horas después de la infección, hubo 

una expresión significativamente mayor de DS WR.TK-Luc+ virus 

en el tumor en relación a su contraparte glicosilada.  Esta 

diferencia en la toma no fue observada en los tejidos sin 5 

tumor.  La figura 3C muestra que la infección de virus 

deglicosilado resultó en un volumen de tumor más pequeño.  En 

adición, los ratones BALB/c albergando xenoinjertos subcutáneos 

de células Renca (adenocarcinoma renal de ratón) fueron puestos 

al azar y se inyectaron con una dosis intravenosa única de 10 

1x10
8
 de unidades formadoras de placa de virus de TK- o TK- 

deglicosilado.  La cinética de la expresión de gen viral desde 

dentro del tumor fue vigilada por formación de imagen de 

bioluminiscencia de expresión luciferasa viral. Como se mostró 

en la figura 2E, la deglicosilación dela envoltura viral 15 

incrementó la expresión de gen en tumores en vivo. 

 

El efecto de la deglisilación del virus en la presencia de 

linfocitos pSTAT1-pSTAT3+ fue analizada en ratones C57BL/6 

inyectados intravenosamente con 1x10
7
 unidades formadoras de 20 

placa de WR o WR deglicosilado. Los bazos fueron cosechados de 

ratones C57BL/6 1 hora después de la inyección de los virus 

indicados y los esplenocitos fueron aislados, fijados en 1.6% 

de PFA y se permeabilizaron con metanol.  Los análisis de 

inmunomanchado intracelular de 2-colores fueron llevados a cabo 25 

usando un Citómetro de Flujo LSRFortessa (BD Biosciences, de 
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San José, California).  Los esplenocitos fueron manchados 

usando anticuerpos PacificBlue anti-ratón pSTAT1 y 

AlexaFluor647 antiratón pSTAT3 (BD Biosciences).  El porcentaje 

de linfocitos pSTAT1-pSTAT3+ fue determinado mediante 

citometría de flujo, y los PBS y PAM(3)CSK(4) fueron usados 5 

como controles.  La figura 2D muestra que la fosforilación 

STAT3 fue agotada en los linfocitos esplénicos de ratones 

inyectados con virus de vaccinia deglicosilada. 

 

Para determinar la respuesta inmune en contra del virus en 10 

vivo, los ensayos de anticuerpo neutralizante fueron llevados a 

cabo.  En breve, el suero conteniendo anticuerpo fue obtenido 

de ratones tratados como se indicó en el día 14 después de la 

inyección de virus y las diluciones en serie del suero 

(empezando a 1/20) fueron usadas para neutralizar 1000 unidades 15 

formadoras de placa de virus de vaccinia-TK. Las células 2x10
4
 

HeLa fueron cubiertas por pozo en 96 pozos y se infectaron con 

una mezcla de suero-virus.  En el cuarto día después de la 

infección, las placas fueron lavadas con solución salina 

tamponada con fosfato y la absorbencia fue cuantificada después 20 

de manchar los cultivos usando un equipo de ensayo de 

proliferación de célula no radioactiva (Promega, de Madison, 

Wisconsin).  Los valores IC50 (dilución del suero requerido 

para neutralizar el virus vaccinia capaz de inducir 50% de la 

inhibición de célula) fueron estimados de curva de respuesta de 25 

dosis por una regresión no lineal estándar, usando una ecuación 
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Hill adaptada.  Como se mostró en la figura 3D, la cantidad de 

anticuerpo neutralizante en contra del virus es mayor en los 

ratones C57BL/6 tipo silvestre que en los ratones llevando una 

mutación de knockout TLR2.  Por tanto, la activación TLR2 más 

baja asociada con el virus deglicosilado fue asociada con menos 5 

producción de anticuerpo anti-virus y una respuesta anti-tumor 

mejorada. 

 

8. EJEMPLO 3. EFECTO DE EXPRESIÓN TRIF 

 10 

El ratón codificando ácido nucléico TRIF fue introducido en el 

virus WR.TK- y su efecto sobre las células T fue evaluado. El 

TRIF fue expresado desde dentro del lugar de tiamidina quinasa, 

expresado desde el promotor p7.5 vaccinia temprana/tardía viral 

("TK-TRIF" o "WR.TK-.TRIF"; figura 4A). Fue generado un virus 15 

WR.TK- teniendo un ratón codificando ácido nucléico DAI (DLM-

1/ZBP1) expresado desde el p7.5 y clonado en el lugar del gen 

de timidina quinasa viral (“TK-DAI”; figura 4A). 

 

Se llevó a cabo el procedimiento ELISA para confirmar la 20 

expresión de TRIF desde el virus TK-TRIF (figura 4B). Para 

ELISA, fue empleado un equipo de ratón TRIF ELISA para 

determinar la concentración de TRIF en supernadante o extracto 

de células de células infectadas con un MOI de 1 (unidad 

formadora de placa/célula) con TK-TRIF.  Como se mostró en la 25 

figura 4B, el virus TK-TRIF específicamente expresó TRIF en 
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comparación a TK-.  La mancha Western fue usada para confirmar 

la expresión de DAI desde el virus TK-DAI (figura 4C).  Para el 

análisis de mancha Western, los cultivos de célula fueron 

sembrados en seis-placas de pozo y se infectaron a un MOI de 5 

(unidades formadoras de placa/célula) y, 24 horas después de la 5 

infección, los extractos de proteína de célula completa fuero 

incubados en amortiguador de lisis de célula (Cell Signaling 

TEchnology Inc, de Danvers, Massachusetts) por una 1 hora a 

4°C. Las muestras clarificadas (15 µg/línea) fueron separadas 

mediante 10% de gel SDS-PAGE transferidas a una membrana de 10 

nitrocelulosa. La proteína DAI de ratón fue detectada mediante 

membranas de inmunomanchado usando un anticuerpo primario anti-

DAI policlonal (Rabbit, Abcam, de Cambridge, Massachusetts) y 

un anti-conejo policlonal conjugado con HRP (Cabra, Thermo 

Scioentific, Waltham, Massachusetts). Un anticuerpo anti-ß 15 

actin monoclonal de ratón (SantaCruz Biotechnologies, Santa 

Cruz, California) y un anticuerpo anti-ratón conjugado-

peroxidasa (Cabra, Thermo Scientific) fueron usados para el 

inmunomanchado de ß-actin como un control de carga.  Como se 

mostró en la figura 4C, el virus TK-DAI específicamente expresó 20 

DAI comparado a TK-. 

 

Como se mostró en la figura 5A, la expresión de TRIF resultó en 

un aumento en la producción de interferón tipo I mediante 

linfocitos in vitro.  La expresión de TRIF también aumentó la 25 

producción CTL en vivo, como se mostró por el ensayo ELISpot 
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(figura 5B). Para los ensayos ELISpot, los esplenocitos fueron 

preparados de ratones. Los esplenocitos fueron mezclados con 

células de tumor o esplenocitos previamente infectados con un 

virus de vaccinia UV-inactivado a una proporción de 5:1.  Los 

esplenocitos inocentes de cada ratón fueron usados como un 5 

control. Las placas de filtro de membrana de 96 pozos (EMD 

Millipore, de Billerica, Massachussets) recubiertas con 15 

µg/ml de anticuerpo IFN-γ anti-ratón monoclonal AN18 (Mabtech, 

Inc., de Cincinnati, Ohio) fueron usadas para los ensayos.  Las 

células fueron mantenidas por 48 horas a 37°C y las manchas 10 

fueron detectadas usando 1 µg/ml de biotin R4-6A2 anticuerpo 

IFN-γ antiratón biotinalado (Mabtech). Las placas fueron 

develadas usando un equipo ABC y un equipo de sustrato AEC para 

la peroxidasa (Vector Laboratories, Inc., de Burlingame, 

California) Las manchas específicas fueron contadas y 15 

analizadas usando un analizador de inmunomancha y el software 

(CTL, Shaker Heights, Ohio). 

 

El análisis de la liberación de citoquinas y quimioquinas in 

vitro y en vivo después de 24 horas después de la infección de 20 

TK-, TK-TRIF o TK-DAI (MOI de 1) fue llevado a cabo mediante 

ensayo Luminex. Para los supernadantes de cultivo de célula, 

fueron usados un equipo de Miliplex Ratón Citoquina Panel (5-

plex) de Milipore (Billerica, Massachusetts) y un equipo de 

ensayo de Ratón 2-plex de Panomics (Redwood City, California). 25 

Para los lisados de tumor, un equipo de panel de 20-plex de 
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ratón de citoquina de Invitrogen (Carlsbad, California) se usó 

para determinar las concentraciones en tumores concentrados a 4 

días después de la administración del virus de vaccinia.  Los 

tumores fueron homogeneizados usando los tubos de Lysing Matrix 

D y el instrumento FastPrep-24. Como se mostró en las figuras 5 

6A y C, las concentraciones de pIKKß. OÑ6. O¨1’. TNF-α e IFN-ß 

incrementaron significativamente con la infección con TK-TRIF 

en comparación a TK- en diferentes líneas de célula de tumor en 

comparación a TK-. En adición, los ratones BALB/c con 

xenoinjertos subcutáneos Renca establecidos se inyectaron con 10 

una dosis intravenosa única de 1x10
8
 unidades formadoras de 

placa por ratón de TK o de TK-TRIF fueron analizados para 

determinar la concentración intratumoral en vivo de citoquinas 

y quimioquinas. Después de 4 días de la inyección, los tumores 

fueron cosechados y la concentración de citoquinas varias y de 15 

quimioquinas fue determinada en los lisados de tumor mediante 

los ensayos luminex o ELISA. La figura 6D muestra que las 

concentraciones intratumorales de INF-γ, IL-12, IP-10, TNF-α, 

IL-1ß, GM-CSF y KC incrementaron significativamente en 

respuesta a TK-TRIF en comparación a TK-. 20 

 

La activación de las trayectorias NF-қB e IRF3 fueron 

analizadas después de la infección con T-TRIF y TK-DAI. Los 

ensayos ELISA fueron utilizados para determinar las 

concentraciones de pIKKß y de IRF3 en extractos citoplásmico y 25 

nuclear, respectivamente, de células 4TI o MEF infectadas con 
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TK-, TK-TRIF o TK-DAI a un MOI de 1.  Como se mostró en la 

figura 6A y B, TK-TRIF incrementó la activación de las 

trayectorias de señalamiento NF-қB e IRF3 como se observó por 

un aumento en la concentración de la expresión pIKKß y de IRF3 

después de 24 horas posteriores a la infección. La figura 7A 5 

muestra la fosforilación de NF-қB incrementada después de la 

infección de TK-TRIF y de TK-DAI. Los HMGB1 y Hsp-70, los 

cuales funcionan como reguladores de NF-қB, también exhibieron 

la expresión alterada seguido de la infección de TK-TRIF 

(figuras 7B y 7C). La presencia de células CD4+ T auxiliar y de 10 

células CD8+ T citotóxicas fueron analizadas después de la 

infección con TK-, TK-TRIF.  Como se mostró en la figura 7D y 

E, el número de células T-citotóxicas y de las células T-

auxiliares fue mayor en los ratones infectados con TK-TRIF. 

 15 

El análisis de la respuesta y actividad antitumor de TK-TRIF 

fue llevada a cabo en diferentes células de tumor de ratón. Las 

líneas de célula de tumor varias fueron infectadas con un MOI 

de 1 y la producción de virus fue medida mediante ensayo de 

placa ELISpot, como se describió previamente, a diferentes 20 

puntos de tiempo.  Como se mostró en la figura 8A, la 

producción viral de ambos TK-TRIF y TK-DAI fue 

significativamente menor en las células Renca resistentes en 

comparación a TK-, pero la producción viral de TK-TIRF y de TK-

DAI en las células MC38 y 4T1 fueron a niveles similares a TK- 25 

(véase también la figura 9A). 
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El análisis adicional de la expresión viral en tumores y 

volúmenes de tumor fue llevada a cabo en ratones BALB/c o 

C57BL/6 implantados con xenoinjertos MC38 o Renca, 

respectivamente, y los ratones BALB/c implantados con 5 

xenoinjertos 4T1. Los ratones BALB/c o C57BL/6 fueron 

inyectados con solución salina taponada con fosfato o 1x10
8
 

unidades formadoras de placa de TK-, TK-TRIF o TK-DAI a través 

de la vena de la cola.  Para el modelo casi-ortotópico 4T1, las 

células 2x10
5
 4T1 fueron implantadas en la almohadilla grasa de 10 

la glándula mamaria de los ratones hembra BALB/c.  La figura 8C 

mostró que la expresión de gen viral de TK-TRIF y TK-DAI estuvo 

a un nivel inferior en tumores de xenoinjertos Renca o MC38 

implantados en ratones BALB/c o C57BL/6, respectivamente, 

comparado a la expresión de gel viral de TK-, la figura 9C 15 

muestra que la producción viral y la expresión viral de TK-DAI 

y de TK-TRIF fue reducida en tumores en comparación a la 

expresión viral de los virus TK- o TK- expresando GM-CSF (“TK-

GMCSF”). Los ratones BALB/c con tumores Renca implantados 

subcutáneamente fueron tratados con una dosis IV de 1x10
8
 20 

unidades formadoras de placa una vez que los tumores alcanzaron 

50-100 mm
3
. Los virus usados fueron WR.TK- y WR.TK-TRIF+ (o 

control de solución salina tamponada con fosfato). La respuesta 

del tumor subsecuente fue seguida la medición de calibre, y una 

reducción en crecimiento de tumor fue observada en ratones 25 

infectados con TK-TRIF (figura 5C y figura 8D). Una respuesta 



 

 

75  

similar fue observada en los ratones implantados con tumores 

MC48 (figura 8D) y tumores 4T1 comparado a tumores infectados 

con TK-GMCSF (figura 9D). 

 

La citotoxicidad del virus modificado en comparación al TK-fue 5 

determinada mediante el llevar a cabo ensayos de citotoxicidad. 

Los ensayos de citotoxicidad fueron llevados a cabo mediante el 

sembrado de 2x10
4
 células por pozo en placas de 96 pozos en 

SMEM con 5% de FBS. Las células fueron infectadas con 

diluciones en serie empezando a un MOI de 75 y, en el día 4 10 

después de la infección, las placas fueron lavadas con solución 

salina tamponada con fosfato y la absorbencia fue cuantificada 

después de manchar cultivos usando un equipo de ensayo de 

proliferación de células no radioactiva (de Promega, Madison, 

Wisconsin). Los valores IC50 (unidad formadora de placa por 15 

célula requirió producir 50% de inhibición) fueron estimados de 

las curvas de respuesta a dosis mediante regresión no lineal 

estándar, usando la ecuación Hill adaptada.  La figura 8B 

muestra la citotoxicidad comparativa de TK-TRIF y de TK-DAI en 

células infectadas con los virus indicados a dosis variando de 20 

75 a 0.00025 unidades formadoras de placa/célula. La 

modificación del virus TK- para expresar TRIF o DAI no resultó 

en un cambio en la citotoxicidad en comparación a TK-.  La 

determinación del número de células apoptóticas mediante 

manchado Annexin V, como se muestra en la figura 9B, indica que 25 

la infección de células Renca y 4T1 resultó en un aumento en 
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células apoptóticas.  La evaluación de apoptosis/necrosis de 

las líneas de célula, las células fueron infectadas con un MOI 

de 1 con los virus indicados y se mancharon usando un Equipo de 

Detección de Apoptosis Annexin V-FITC (Abcam, Cambridge, 

Massachusetts) 48 horas después de la infección. Los análisis 5 

fueron llevados a cabo usando un Citómetro de Flujo Accuri C6 

(BD Biosciences). 

 

Os experimentos se llevaron a cabo para determinar si el TK-

TRIF afecta la supervivencia de ratones con xenoinjertos MC38 o 10 

Renca en comparación a ratones tratados con TK- o solución 

salina tamponada con fosfato. Os xenoinjertos Renca o MC38 

fueron establecidos en ratones BALB/C o C57BL/6, 

respectivamente, y se trataron con una dosis intravenosa única 

de 1x10
8
 unidades formadoras de placa de virus indicados o 15 

solución salina tamponada con fosfato.  Como se muestra en la 

figura 9E y en la figura 9F, el TK-TRIF significativamente 

mejoró la supervivencia en comparación al tratamiento con TK-. 

 

9. EJEMPLO 4. EFECTO DE EXPRESIÓN TRIF Y DEGLICOSILACION 20 

COMBINADA. 

 

El virus TK- modificado para expresar TRIF, como se discutió 

arriba en 6.3, fue deglicosilado (“TK-TRIF deglic”) para 

analizar el efecto tal como una combinación tendría sobre las 25 
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respuestas celulares anti-tumores y la eficacia anti-tumor del 

virus. 

 

Para determinar la toxicidad del virus expresando TI-TRIF, el 

peso del cuerpo de los ratones BALB/C inyectados 5 

intravenosamente con solución salina tamponada con fosfato como 

un control o 1x10
8
 unidades formadoras de placa por ratón de 

TK-, TK-TRIF, o TK-TRIF deglicosilado fueron analizadas. Las 

figura 10A muestra que los ratones inyectados con TK fueron 

presentados con una reducción de más de 10% del peso del cuerpo 10 

al día 6 después de la inyección, mientras que los ratones 

inyectados con TK-TRIF y TK-TRIF deglic presentaron un perfil 

de peso similar que aquellos inyectados con solución de agua 

salina tamponada con fosfato, indicando que los TK-TRIF y TK-

TRIF deglic son menos tóxicos que TK-. 15 

 

La expresión de gen viral TK-TRIF-deglic en vivo, en 

comparación a TK- y TK-TRIF, fue analizada.  Los tumores Renca 

fueron implantados en los ratones BALB/c y los ratones fueron 

inyectados con solución salía tamponada con fosfato o 1x10
8
 20 

unidades formadoras de placa de TK-, TK-TRIF, o TK-TRIF deglic 

a través de la vena de la cola. La expresión de gen viral fue 

determinada mediante el detectar la expresión de luciferasa 

viral desde dentro de los tumores y medida como se indicó en 

los puntos de tiempo indicados. La figura 10B muestra que 24 25 



 

 

78  

horas después de la infección, hubo menos expresión de TK-TRIF 

y de TK-TRIF deglic en los tumores en comparación a TK-. 

 

Los experimentos se llevaron a cabo para determinar si TK-TRIF 

o TK-TRIF deglic afectaron la supervivencia de los ratones con 5 

xenoinjertos Renca o MC38 en comparación a ratones tratados con 

TK- o solución salina tamponada con fosfato.  Los xenoinjertos 

Renca o MC38 fueron establecidos en ratones BALB/C o C57BL/6, 

respectivamente, y se trataron con una dosis intravenosa única 

de 1x10
8
 de unidades formadoras de placa de los virus 10 

inyectados o de solución salina tamponada con fosfato.  Como se 

mostró en la figura 10C y en la figura 10D, los TK-TRIF y TK-

TRIF deglic significativamente mejoraron la supervivencia de 

los ratones en comparación al tratamiento con TK-.  También, 

TK-TRIF deglic mejoró la supervivencia de ratones con los 15 

tumores de Renca en comparación con el tratamiento TK-GMCSF 

(figura 10E). 

 

Las respuestas inmune celular al virus Vaccinia y a las células 

de tumor fueron evaluadas mediante ensayo IFN-γ ELISpot, como 20 

se describió arriba en la sección 6.3.  En el día 7 después de 

la administración de virus, los bazos fueron cosechados de 

ratones inyectados intravenosamente con 1x10
8
 de unidades 

formadoras de placa de los virus indicados o solución salina 

tamponada con fosfato (ratones BALB/c llevando xenoinjertos 25 

Renca y se evaluaron respecto de la cantidad de CTLs 
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reconociendo el virus de Vaccinia o las células Renca.  La 

figura 11A muestra que la deglicosilación y la expresión de 

TRIF resultó en un aumento significante en la producción de CTL 

reconociendo el virus de Vaccinia en vivo, en comparación a la 

modificación sola, por ejemplo TK-TRIF o TK-deglic.  En 5 

particular, el virus deglicosilado expresando TRIF resultó en 

un aumento en la producción de CTL que es mayor que los 

aumentos en la producción de CTL observados por las 

modificaciones individuales.  Adicionalmente, la figura 11B 

mostró que la deglicosilación y la expresión de TRIF resultó en 10 

un aumento en la cantidad de producción de CTLs reconociendo 

las células RENCA in vivo, en comparación a las modificaciones 

solas, por ejemplo TK-TRIF o TK-deglic. 

 

Un ensayo neutralizante fue llevado a cabo para determinar los 15 

niveles de anticuerpo de anti-vaccinia circulante para ratones 

inyectados con 1x10
8
 unidades formadoras de placa de TK-, TK-

TRIF o TK-TRIF deglicosilado.  Los títulos Nabs fueron 

determinados mediante la dilución más alta de suero que resultó 

en por lo menos 50% de inhibición de la infección.  La figura 20 

11C mostró que la cantidad de anticuerpo neutralizante es mayor 

en los ratones C57BL/6 de tipo silvestre infectados con TK- en 

comparación a ratones infectados con TK-TRIF, TK-deglic o TK-

TRIF- deglic. Los ratones infectados con TK-TRIF deglic 

mostraron la reducción mayor en la cantidad de anticuerpo 25 

neutralizante en el suero. 
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El efecto de TRIF expresando virus de glicosilado sobre el 

crecimiento de tumor fue analizado en ratones BALB/c llevando 

Renca o ratones C57BL/6 llevando xenoinjertos de tumor MC38.  

Para los xenoinjertos de tumor MC38 o Renca, las líneas de 5 

célula de tumor fueron implantadas subcutáname3nte a 5x10
5
 

células por ratón en ratones BALB/c o C57BL/6, respectivamente. 

 Cuando el tumor alcanzó ~50-100 mm
3
, los ratones fueron 

tratados con una dosis intravenosa única de los virus indicados 

(1x10
8
 unidades formadoras de placa/ratón) en la vena de la 10 

cola.  El crecimiento de tumor fue vigilado mediante medición 

de calibre y fue definido por la ecuación V(mm
3
)=π/6 X W X L, 

en donde W y L son el ancho y la longitud del tumor, 

respectivamente. Los datos fueron expresados como tamaño de 

tumor relativo al comienzo de la terapia, la cual se estableció 15 

como 100%. Sorprendentemente, el virus TK-TRIF deglicosilado 

resultó en una reducción mayor en el tamaño de tumor de ratones 

llevando xenoinjerto MC38 y RENCA en comparación al efecto 

aditivo de las modificaciones individuales combinadas o del 

virus TK (figuras 11D y E).  Además, el TK-TRIF deglicosilado 20 

exhibió una actividad anti-tumor mejorada en comparación a TK-

GMCSF, como se observó mediante una reducción significante en 

el tamaño de tumor en los ratones BALB/c albergando 

xenoinjertos Renca (figura 11F) o tumores subcutáneos 4T1 en 

ratones BALB/c (figura 9D).  Por tanto, el virus de vaccinia 25 

TK- deglicosilado expresando TRIF exhibe una respuesta anti-
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tumor significativamente mejorada y resulta en una reducción en 

la producción de anticuerpo anti-virus. 

 

10. EJEMPLO5. EFECTO DE EXPRESION TRIF COMBINADA, DESILILACION 

Y SUPRESION C12L EN UPCI-1812. 5 

 

En las modificaciones anteriores, a saber supresión C12L, la 

de-sialilación, y la introducción de TRIF fueron incorporados 

juntos para crear una nueva cepa de virus de vaccinia UPCI-

1812, y el efecto de este virus triplemente modificado fue 10 

evaluado por su efecto terapéutico e inmunológico.  Como se 

mostró en la figura 12A, la infección UPCI-1812 resultó en una 

supervivencia significativamente mejor que WR.TK- codificando 

GM-CSF.  En relación al virus de-sialilatado con la supresión 

C12L (“vvDD”), UPCI-1812 produjo niveles significativamente 15 

superiores de gama interferón (IFN-γ) (figura 12B) e 

interlucin-12 (IL-12) (figura 12C). 

 

11. EJEMPLO 6. EFECTO DE FOCALIZACON PGE1 

 20 

Las terapias virales oncolíticas han finalmente comenzado a 

demostrar eficacia clínica en estudios al azar resaltando el 

potencial real de la plataforma.  Sin embargo entre la 

generación actual de vectores clínicos, aquellos que se 

encontraron como más exitosos han expresado una citoquina 25 

activante inmune (GM-CSF), reforzando una plétora de datos pre-
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clínicos indicando que la respuesta inmune es un mediador clave 

en la efectividad viral.  Sin embargo, a pesar de esta 

observación aún no está claro cómo o porqué algunos pacientes 

responden bien y otros aparecen resistentes a la viroterapia 

oncolítica. 5 

 

Los experimentos iniciales fueron llevados a cabo para 

correlacionar la sensibilidad in vitro de una célula de tumor a 

la infección viral y la replicación con respuestas en vivo de 

la misma línea de célula cuando se usó para formar tumores 10 

singenéicos en ratones inmunocompetentes.  14 líneas de célula 

de ratón de tumor de diferentes tipos de tumor y cepas de ratón 

fueron analizados in vitro mediante el infectar las líneas de 

células con TK- (figura 26A). La producción viral y la 

expresión de gel viral fue observada en las 14 líneas de célula 15 

de ratón de tumor diferentes.  La producción viral fue 

analizada mediante el sembrado de 2x10
5
 células en placas de 24 

pozos seguido por la infección a un MOI de 1 (unidad formadora 

de placa/célula) con los virus de vaccinia indicados.  Cuatro 

horas después de la infección, los cultivos fueron lavados dos 20 

veces con solución salina tamponada con fosfato y se incubaron 

en un medio libre de virus fresco.  En los puntos de tiempo 

indicados después de la infección, los cultivos fueron 

cosechados y congelados-descongelados tres veces para obtener 

el extracto de célula (CE).  Los títulos virales fueron 25 

determinados mediante ensayo de placa en células BSC-1. 



 

 

83  

 

Siete de las 14 líneas fueron además probadas en vivo usando la 

inyección intratumoral directa de TK- (figura 13A y figura 13B 

y figuras 26A y B).  La inyección intratumoral directa fue 

usada para reducir la variabilidad que puede ocurrir debido a 5 

diferencias en la entrega viral.  Como se mostró en la figura 

13A y en la figura 13B ninguna correlación directa fue 

observada entre ya sea la replicación viral o la destrucción de 

célula mediada-viral y el efecto anti-tumor en vivo, indicando 

factores distintos a los efectos anti-tumor mediados con 10 

actividad oncolítica directa. 

 

La vaccinia oncolítica expresando luciferasa fue usada durante 

estos experimentos para permitir el análisis de la expresión de 

gen viral con el tiempo en ratones invididuales (como un 15 

subrogado para la replicación viral y la persistencia viral) y 

se permitió la comparación a respuesta subsecuente.  Dos 

patrones distintos parecieron surgir de los datos.  Para los 

modelos de tumor más resistentes, definidos como terapia viral 

aumentando la supervivencia general por menos de 2 semanas, 20 

como se ve con el Renca, B16, PAN02 y 4T1, una correlación 

directa puede deducirse dentro de cada modelo de tumor 

individual, de manera que el nivel de la expresión de gen viral 

de 24h correspondió a la respuesta subsecuente (figura 13B).  

Por tanto, aún a través de la replicación in vitro no 25 

correlaciona con la actividad en vivo cuando se comparan 
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modelos de tumor (presumiblemente debido a la influencia de 

factores tal como ECM y células de no-tumor en el tumor), 

dentro de uno cualquiera del modelo de tumor individual hay una 

correlación entre la expresión de gen viral temprana y la 

respuesta subsecuente.  Sin estar unido a una teoría 5 

particular, parece que la replicación viral y la actividad 

oncolítica directa es el mediador clave de la respuesta 

limitada a los modelos de tumor más resistentes.  Sin embargo, 

un patrón diferente es observado en tumores que respondieron 

bien a la terapia viral, los cuales incluyen los modelos de 10 

tumor AB12, LLC, MC38.  En estos modelos, los mejores 

respondedores dentro de cada modelo demostraron un despeje 

rápido y robusto del virus después de la infección inicial y la 

replicación temprana (figura 13B y figura 27).  Este despeje 

robusto sugiere la inducción de una fuete respuesta inmune a 15 

mejorar los efectos oncolíticos directos virales en los modelos 

de tumor que responden mejor. 

 

A fin de examinar esta observación en mayor detalle, dos 

modelos de tumor en el mismo antecedente genético, fueron 20 

escogidos inicialmente por exhibir respuestas comparables 

después del tratamiento viral en vivo, pero solo uno de los 

cuales (LLC) exhibió indicaciones de una inducción inmune 

robusta (despeje viral temprano) y una destrucción de célula 

mediada-viral limitada in vitro (figura 13B y figura 26A y 25 

figura 26B). El otro (B16) fue más sensible a la destrucción 
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viral in vitro, y cualquier respuesta en vivo apareció como se 

correlaciona con la expresión de gen viral temprana (figura 13B 

y figura 26A y figura 26B).  Un examen comprensivo de la 

activación de los marcadores inmunes sistémicos después de la 

infección viral fueron comparados entre ratones sin tumores, 5 

ratones con tumores B16 y ratones con tumores LLC.  Estos 

incluyeron marcadores de activación de señalamiento innato 

tempranos tal como pS6, pSTATl, pSTAT3, pSTAT5 en diferentes 

poblaciones de célula (figura 13C y figura 14A), los marcadores 

de proliferación de célula-T tal como pS6 y Ki67 (figura 14A) y 10 

los marcadores de activación tal como CD44 y CD62L (figura 14A) 

y respuestas anticuerpo neutralizantes (figura 14D). Las 

diferencias menores fueron vistas en la respuesta inmune 

sistémica a la terapia viral entre los animales llevando tumor 

y los animales no llevando tumor, con una excepción siendo la 15 

fosforilación de pS6 en algunas células mieloide tempranamente 

después de la inye3cción (figura 13C).  Los niveles de pS6 

fueron observados como que se redujeron en los animales 

llevando tumor, pero la reducción en la activación inmune fue 

más pronunciada en los ratones llevando tumor B16 (figura 13C y 20 

figura 14A). Esto fue verificado en otros modelos de tumor, de 

nuevo confirmando que los niveles de pS6 fueron reducidos en 

los modelos de tumor más resistentes (incluyendo 4T1 y RENCA), 

indicando un defecto en la respuesta de célula dendrítica (DC) 

la cual puede medir la resistencia en estos ratones (figura 25 

13C). 
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Como hay muy pocas diferencias observadas en la respuesta 

inmune sistémica, los efectos de más supresión inmune 

localizada dentro del tumor fueron examinadas.  Las diferentes 

células inmune están asociadas con fenotipo supresivo, 5 

incluyendo células supresoras derivadas de mieloide (MDSC) y 

células-T regulatorias (T-regs) (y M2 macs). El nivel de estos 

tipos de célula diferentes en ambos el bazo y el tumor de todos 

los modelos de tumor en comparación a los animales no tratados 

fue analizado.  Para la evaluación de poblaciones inmunes en 10 

tumores, los tumores fueron cosechados de ratones tratados como 

se indicó y se disgregaron mecánicamente y se digirieron con 

una mezcla de enzima triple (Colagenasa tpo IV, Dnase tipo IV, 

y Hialuronidasa tipo V (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri)). 

Los análisis de inmunomanchado de superficie de célula de 15 

cuatro-colores se llevaron a cabo usando un Citómetro de Flujo 

Gallios (Beckman Coulter, Inc., Brea, California).  Las células 

de tumor-disgregadas fueron manchadas usando PE-Cy7 anti-ratón 

CD3 (BD biosciences, San José, California), FITC anti-ratón 

CD4, PerCP-Cy5.5 anti-ratón CD8, y PE anti-ratón CD 25 20 

(eBioscience, San Diego, California). 

 

El nivel de MDSCs encontrado en el tumor para diferentes 

modelos de tumor se correlacionó cercanamente con la 

resistencia o sensibilidad de ese modelo a la terapia viral 25 

(figura 15A y B y figura 16).  Por ejemplo, Renca, el cual 
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exhibe resistencia a la terapia viral, resultó en tumores con 

niveles MDSC altos.  La figura 17A muestra el número de MSSC en 

tumores no tratados como una función de supervivencia 

incrementada después del tratamiento intravenoso con 1e8 de 

unidad formadora de placa de Wr.TK- por un número de varios 5 

sistemas de modelo de tumor.  Las cepas de vaccinia exhiben una 

habilidad muy pobre para aumentar la supervivencia en modelos 

de tumor de ratón que exhiben niveles altos de MSSC en la línea 

de base.  Las células de cada una de las líneas de célula de 

modelo de tumor listadas (figura 17A) fueron implantadas en 10 

ratones inmunocompetentes cinegénicos.  Los ratones fueron 

entonces ya sea sacrificados a fin de determinar el nivel de 

línea de base promedio de MSSC de los tumores resultantes para 

cada modelo o los ratones fueron tratados con WR.TK- (o control 

de solución salina tamponada con fosfato) (1e8 unidades 15 

formadoras de placa dadas intratumoralmente) y el aumento en la 

expectación de vida (por 50% de supervivencia) determinado 

después del tratamiento (en días) la gráfica traza “números 

MDSC relativos en tumores en la línea de base” en contra de 

“aumento medio en supervivencia después de tratamiento Wr.TK- 20 

(relativo a control no tratado)”. Más MDSC en la línea de base 

se correlacionó con una efectividad reducida de terapia. 

 

Los cambios adicionales que ocurrieron en el tumor después de 

la terapia viral fueron examinados y se observó que para 25 

múltiples modelos de tumor, tal como 4T1, RENCA y MC28, la 
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adición de terapia de vaccinia resultó en una pérdida de T-reg, 

pero los niveles MDSC no fueron afectados y continuó el aumento 

con el tiempo, como lo hizo en los grupos de control (figuras 

15A y figuras 16A y B).  La terapia viral redujo los niveles de 

T-reg en tumores tratados pero no tuvo impacto sobre los 5 

niveles MDSC.  En modelo de tumor RENCA (implantado 

subcutáneamente en ratones BALB/c) los números relativos de T-

regs o MDSC en el tumor/mg de tumor fueron determinados a 

diferentes momentos antes o después del tratamiento Wr.TK- (1e8 

unidad formadora de placa dada intratumoralmente) figuras 17B y 10 

C).  Aparece por tanto que la inhabilidad de la vaccinia 

oncolítica para focalizar MDSC redujo su actividad terapéutica 

en algunos tumores en donde los niveles de MDSC son altos.  En 

los tumores con niveles de antecedentes bajos de MDSC (MC38), 

la terapia viral también se encontró que mejora el nivel de 15 

células-T CD8+ en el tumor, mientras que los modelos de tumor 

más resistentes (4T1) no exhibieron ningún aumento (figura 

15B). 

 

El análisis de la cepa de vaccinia inmunogénica GM-CSF, la cual 20 

expresa el factor estimulante de colonia citoquina (CSF) se 

llevó a cabo.  El GM-CSF había previamente mostrado resultar en 

respuestas químicas dramáticas y también se había asociado con 

la proliferación MDSC.  Las figuras 18 y 19 muestran que aun 

cuando más cepas de vaccinia inmunogénica (WR.TK-GMCSF y 25 

WR.B18R-IFNP+) mejoraron adicionalmente algunos aspectos de la 
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respuesta inmune a los modelos de tumor sensibles, tal como el 

reducir además T-reg y aumentar los niveles de CD8+ T-célula, 

tal ventaja no se ve en los modelos de tumor de otra manera 

resistentes.  Sin desear estar unido a una teoría particular, 

parece que la diferencia principal entre los tumores sensibles 5 

y resistentes se relaciona a la incapacidad del virus a inducir 

un efecto inmunoterapéutico robusto en tumores con altos 

niveles de supresión inmune mediada MDSC dentro del 

microambiente de tumor. 

 10 

Los reportes recientes han identificado la producción mediada 

COX2 de la prostaglandina PGE2 como una clave determinante de 

infiltración MDSC y el mantenimiento de fenotipo MDSC.  Dos 

acercamientos se usaron para focalizar esta trayectoria.  Un 

acercamiento fue a través de la aplicación de un inhibidor 15 

COX2.  El segundo acercamiento fue la expresión de HPGD enzima 

degradación-prostaglandina directamente desde los virales. Un 

ácido nucléico codificando la hidroxiprostaglandina 

dehidrogenasa 15 (HPGD(, una enzima de ratón que degrada PGE2, 

fue introducida en WR.TK- mediante inserción en el lugar de 20 

quinasa timidina mediante recombinación homóloga, y bajo 

control del promotor p7.5 viral ("TK-HPGD" o "WR.TK-.HPGD"). 

Como se mostró en la figura 20, el HPGD fue expresado 

específicamente desde TK-HPGD y redujo significativamente los 

niveles PGE2 en células Renca infectadas con TK-HPGD.  Como se 25 

mostró en la figura 25, parece que la infección con WR.TK- 
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puede ocurrir después de la expresión COX2 en los tumores 

localmente en el sitio de infección, sin producir niveles 

significantes de expresión COX2 en general en el tumor, o el 

virus puede selectivamente replicar en regiones con niveles de 

COX2 bajos.  Los experimentos iniciales in vitro y en vivo 5 

determinaron que aún a niveles tóxicos, los inhibidores COX2 

fueron incapaces de reducir los niveles PGE2 a cualquiera cerca 

del nivel logrado con la expresión HPGD (figura 20). 

 

La vaccinia oncolítica expresando HPGD fue entonces probado en 10 

varios niveles de tumor de ratón.  Se vio que el número de 

células MDSC en el tumor fueron reducidas rápidamente y 

significativamente en el bazo y los tumores después del 

tratamiento con WR-TK-HPGD solamente (figura 21 y figura 23A-

D).La inclusión de HPGD también se encontró que redujo MDSC en 15 

el tumor y el bazo en relación al virus WR.TK- no modificado.  

Esto fue específico para tumores, sin toxicidad sistémica vista 

(figura 21A). Interesantemente, el TK-HPGD también indujo una 

reducción más rápida y robusto números T-reg en el tumor.  Como 

se mostró en la figura 21B y en la figura 21C y en la figura 20 

22, la infección con WR-TK-HPGD se correlacionó con un efecto 

terapéutico mejorado en varios modelos de tumor de ratón en 

vivo y resultó en volúmenes de tumor más bajos. De nota, el 

modelo de tumor que fue previamente más resistente a terapia 

viral, RENCA, el cual exhibió un fenotipo “solo oncolítico” y 25 

niveles de línea de base alta de MDSC, sorprendentemente 
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exhibió el aumento más rápido en beneficio terapéutico después 

de la supresión de la expresión HPGD (figura 21B). 

 

Los patrones de expresión de gen viral también fueron 

comparados respecto de WR.TK-y WR.TK-HPGD en el tumor RENCA.  5 

Se vio que mientras que para WR.TK- fue visto un fenotipo “solo 

oncolítico” (expresión de gen más alto en 1 día se correlacionó 

con el beneficio terapéutico mayor) WR.TK-HPGD+ exhibió el 

fenotipo “oncolítico e inmunoterapéutico” con los mejores 

respondedores exhibiendo un despeje robusto y rápido del virus 10 

por el día 5 (figura 21D).  Sin estar unido a una teoría 

particular, parece que la expresión HPGD es capaz de regresar 

la actividad inmunoterapéutica del vector en estos modelos más 

resistentes, y de esta manera sensibilizar los tumores de otra 

manera resistentes a la terapia viral oncolítica.  Esto fue a 15 

pesar de que no hubo una pérdida general en potencial 

oncolítico de la expresión HPGD. 

 

El análisis de los mecanismos mediando las ventajas 

terapéuticas vistas con WR.TK-HPGD+se llevó a cabo.  En el día 20 

3 después del tratamiento, mediante cuyo tiempo los niveles de 

MDSC y T-regs ya habían sido dramáticamente reducidos dentro 

del ambiente de tumor, se notó que solo cambios modestos 

ocurrieron en los niveles de citoquinas y quimioquinas en el 

tumor (figura 24A). Sin embargo, el nivel de quimioquinas en el 25 

suero cambió marcadamente (figura 24B).  En particular, las 
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quimioquinas asociadas con la atracción de células-t activadas, 

incluyendo CCL5 fueron no reguladas, mientras que CXXL12 (sdf-

1, asociado con un fenotipo inmunosupresor y prognosis pobre) 

se había reducido dramáticamente (figuras 24A y B). Este cambio 

en el efecto de quimioquina sistémico puede ser responsable 5 

para la mediación de los cambios en el repertorio de célula 

inmune en el tumor.  Esto fue además examinado usando un ensayo 

de tumor bilateral, en donde un tumor fue inyectado con WR.TK- 

y el tumor sobre el flanco opuesto fue inyectado con WR.TK-

HPGD.  Se vio que las células-TK activadas traficaron 10 

significativamente más a el tumor expresando HPGD (figura 24D). 

Además, en los puntos de tiempo últimos se vio que la expresión 

WR.TK-HPGD resultó en niveles dramáticamente incrementados de 

CTL enfocando-tumor en el bazo.  Estos datos indican que la 

expresión de PPGD está actuando para no solo limitar el 15 

ambiente supresor dentro del tumor, sino también mejorando la 

atracción de células-T llevando a una respuesta inmune adaptiva 

anti-tumor más robusta.  Además, la incorporación de PHGD en 

UPCI-1812 resultó en un virus el cual inhibió el crecimiento de 

tumor significativamente más que UPCI-1812 (“combinado”; figura 20 

28).  Como se mostró en la figura 18, el virus combinado 

resultó en una reducción mayor en el crecimiento de tumor que 

el efecto aditivo del virus UPCI-1812 y el virus VV-HPGD. El 

enfocado mediado-viral de PGE2 fue capaz de superar la 

supresión inmune localizada llevando a cambios profundos en el 25 
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microambiente de tumor y resultando en la sensibilización de 

tumores resistentes previamente a la terapia viral. 

 

13. EJEMPLO 7. MODIFICACION QUE INCREMENTA LA ACTIVIDAD Y EL 

ESPARCIMIENTO. 5 

 

La figura 29 muestra el nivel de anticuerpo neutralizante anti-

vaccinia presente en el suero de ratones vacunados con (1e4 

unidades formadoras de placa) de ya sea WR o WR con una 

mutación de punto de mejoramiento EEV en el gen viral A34R 10 

(Lys151 a Glu).  La cepa mutante A34R produce menos anticuerpo 

neutralizante anti-vaccinia en comparación a WR-. 
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REIVINDICACIONES 

 

 1. Un virus de vaccinia oncolítica que comprende dos o más 

de las siguientes modificaciones 5 

 

(i) una mutación de columna viral; 

(ii) una modificación de glicosilación viral; 

(iii) una modificación que promueve la respuesta de célula 

T; 10 

(iv) una modificación de inhibe la inmunosupresión; y/o 

(v) una modificación que mejora la actividad y 

esparcimiento de virus. 

 

2. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende una 15 

modificación de glicosilación viral y una o más de las 

siguientes modificaciones: 

 

(i) una mutación de columna viral; 

(ii) una modificación que promueve la respuesta de célula 20 

T; 

(iii) una modificación que inhibe la inmunosupresión; y/o 

(iv) una modificación que mejora el esparcimiento y 

actividad de virus. 

3. Un virus de vaccinia oncolítico que es tratado con 25 

un agente que reduce la cantidad de glicosilación antes (por 

ejemplo sialilación) de la administración a un anfitrión o que 
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de otra manera tiene glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a un virus no modificado. 

 

4. Un virus de vaccinia oncolítico el cual es tratado 

con un agente que reduce la cantidad de glicosilación (por 5 

ejemplo sialilación) antes de la administración a un anfitrión 

o que de otra manera tiene glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a virus no modificado y 

comprende una o más de las siguientes modificaciones: 

 10 

(i) una mutación de columna viral; 

(ii) una modificación que promueve la respuesta de 

célula T; 

(iii) una modificación que inhibe la inmunosupresión; 

y/o 15 

(iv) una modificación que mejora el esparcimiento y 

actividad de virus. 

 

5. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la 20 

mutación de columna viral es una supresión o una supresión 

funcional de proteína aglutinante-interleucina 18. 

 

6. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la 25 



 

 

123  

mutación de columna viral es una supresión B8R, una supresión 

B18R, una supresión A35R o una combinación de los mismos. 

 

7. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado 5 

porque la modificación que promueve la respuesta de célula T es 

la incorporación de un ácido nucléico codificando un adaptador 

conteniendo-dominio Toll/IL-IR induciendo interferón beta 

(TRIF) proteína o un dominio funcional de la misma. 

 10 

8. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado 

porque la modificación que promueve la respuesta de célula T es 

la incorporación de un ácido nucléico codificando un factor 

estimulando colonia de macrófago granulocito. 15 

 

9. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, 6, 7 u 8 caracterizado 

porque la modificación que inhibe la inmunosupresión es la 

incorporación de un ácido nucléico codificando una 20 

prostaglandina E2 antagonista. 

 

10. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en la cláusula 9, caracterizado porque la 

prostaglandina E2 antagonista es 15-PGDH.  25 
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11. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10, 

caracterizado porque la modificación que mejora es 

esparcimiento y actividad viral es una modificación que aumenta 

la cantidad de envoltura extracelular desde el virus producido. 5 

 

12. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en la cláusula 11, caracterizado porque la 

modificación es una o más de las siguientes mutaciones: A34R 

Lysl51 a Glu; supresión completa o parcial de B5R; 10 

mutación/supresión de A36R y/o mutación/supresión de A56R.  

 

13. Un virus de vaccinia oncolítico el cual es tratado 

con un agente que reduce la cantidad de glicosilación (por 

ejemplo sialilación) antes de la administración a un anfitrión 15 

o que de otra manera tiene glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a virus no modificado, 

comprendiendo, un ácido nucléico codificando TRIF o un dominio 

funcional del mismo y/o un ácido nucléico codificando un 

antagonista PGE2 antagonista.  20 

 

14. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 
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(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 

virus no modificado; y/o 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; 5 

 

15. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 10 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 

virus no modificado; y/o 

(iii) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un 

domino funcional del mismo; 

 15 

16. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK, 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 20 

virus no modificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; y/o 

(iv) un ácido nucléico codificando 25-PGDH, o un 

dominio funcional del mismo. 25 
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17. Un virus de vaccinia oncolítica que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 5 

virus no modificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; 

(iv) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un 

dominio funcional del mismo; y/o 10 

(v) una suppression C12L. 

 

18. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 15 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a un virus no 

modificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; 20 

(iv) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio 

funcional del mismo; 

(v) una suppression C12L; y/o 

(vi) una suppression B5R. 

 25 
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19. Un método para reducir el crecimiento de célula 

de cáncer que comprende administrar a la célula de cáncer, una 

cantidad efectiva de un virus de vaccinia oncolítico de 

cualquiera de las cláusulas 1-18. 

 5 

20. Un método para reducir el crecimiento de un tumor 

que comprende administrar al tumor, una cantidad efectiva de un 

virus de vaccinia oncolítico de cualquiera de las cláusulas 1-

18. 

 10 

21. Un método para tratar a un sujeto teniendo cáncer 

que comprende administrar al sujeto, una cantidad efectiva de 

un virus de vaccinia oncolítico de cualquiera de las cláusulas 

1-18. 

 15 

22. Un método para producir un efecto anti-cáncer en 

un sujeto que comprende administrar, al sujeto, una cantidad 

efectiva del virus de vaccinia oncolítico de una cualquiera de 

las cláusulas 1-18. 

 20 

23. El método tal y como se reivindica en las 

cláusulas 19, 20, 21 o 22 que además comprende administrar uno 

o más agentes seleccionados del grupo que consiste de un agente 

anti cáncer, un agente inmunomodulatorio, y una combinación de 

los mismos. 25 
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24. Un virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-18 

anteriores, para usarse en el tratamiento de cáncer en un 

sujeto. 

 5 
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RESUMEN 

 

La presente invención se refiere a virus de vaccinia 

oncolítico los cuales se han modificado para promover la 5 

inmunidad anti-tumor y/o reducir la inmunidad de anfitrión y/o 

la respuesta anticuerpo en contra del virus. Esto se basa, por 

lo menos en parte, sobre el descubrimiento de que el virus de 

vaccinia oncolítico (i) llevando una supresión de genoma de un 

gen que reduce la inmunidad de célula T (proteína aglutinante 10 

interleucin-18); (ii) tratado con enzima sialidasa que se cree 

que reduce la activación TLR2 y por tanto la respuesta 

anticuerpo; (iii) llevando un gen que mejora la inducción de 

linfocito T citotóxico (por ejemplo TRIF) y/o (iv) reduce las 

células supresoras derivadas de mieloide mediante reducir 15 

prostaglandina E2 reduce el crecimiento de tumor. Por tanto la 

presente invención proporciona virus de vaccinia 

inmunooncolíticos y métodos de usarlos en el tratamiento de 

cánceres. 

 20 

 

 

 

 

 25 
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REIVINDICACIONES 

 

 1. Un virus de vaccinia oncolítica que comprende dos o más 

de las siguientes modificaciones 5 

 

(i) una mutación de columna viral; 

(ii) una modificación de glicosilación viral; 

(iii) una modificación que promueve la respuesta de célula 

T; 10 

(iv) una modificación de inhibe la inmunosupresión; y/o 

(v) una modificación que mejora la actividad y 

esparcimiento de virus. 

 

2. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende una 15 

modificación de glicosilación viral y una o más de las 

siguientes modificaciones: 

 

(i) una mutación de columna viral; 

(ii) una modificación que promueve la respuesta de célula 20 

T; 

(iii) una modificación que inhibe la inmunosupresión; y/o 

(iv) una modificación que mejora el esparcimiento y 

actividad de virus. 

3. Un virus de vaccinia oncolítico que es tratado con 25 

un agente que reduce la cantidad de glicosilación antes (por 

ejemplo sialilación) de la administración a un anfitrión o que 
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de otra manera tiene glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a un virus no modificado. 

 

4. Un virus de vaccinia oncolítico el cual es tratado 

con un agente que reduce la cantidad de glicosilación (por 5 

ejemplo sialilación) antes de la administración a un anfitrión 

o que de otra manera tiene glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a virus no modificado y 

comprende una o más de las siguientes modificaciones: 

 10 

(i) una mutación de columna viral; 

(ii) una modificación que promueve la respuesta de 

célula T; 

(iii) una modificación que inhibe la inmunosupresión; 

y/o 15 

(iv) una modificación que mejora el esparcimiento y 

actividad de virus. 

 

5. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la 20 

mutación de columna viral es una supresión o una supresión 

funcional de proteína aglutinante-interleucina 18. 

 

6. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la 25 
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mutación de columna viral es una supresión B8R, una supresión 

B18R, una supresión A35R o una combinación de los mismos. 

 

7. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado 5 

porque la modificación que promueve la respuesta de célula T es 

la incorporación de un ácido nucléico codificando un adaptador 

conteniendo-dominio Toll/IL-IR induciendo interferón beta 

(TRIF) proteína o un dominio funcional de la misma. 

 10 

8. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado 

porque la modificación que promueve la respuesta de célula T es 

la incorporación de un ácido nucléico codificando un factor 

estimulando colonia de macrófago granulocito. 15 

 

9. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, 6, 7 u 8 caracterizado 

porque la modificación que inhibe la inmunosupresión es la 

incorporación de un ácido nucléico codificando una 20 

prostaglandina E2 antagonista. 

 

10. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en la cláusula 9, caracterizado porque la 

prostaglandina E2 antagonista es 15-PGDH.  25 
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11. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10, 

caracterizado porque la modificación que mejora es 

esparcimiento y actividad viral es una modificación que aumenta 

la cantidad de envoltura extracelular desde el virus producido. 5 

 

12. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en la cláusula 11, caracterizado porque la 

modificación es una o más de las siguientes mutaciones: A34R 

Lysl51 a Glu; supresión completa o parcial de B5R; 10 

mutación/supresión de A36R y/o mutación/supresión de A56R.  

 

13. Un virus de vaccinia oncolítico el cual es tratado 

con un agente que reduce la cantidad de glicosilación (por 

ejemplo sialilación) antes de la administración a un anfitrión 15 

o que de otra manera tiene glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a virus no modificado, 

comprendiendo, un ácido nucléico codificando TRIF o un dominio 

funcional del mismo y/o un ácido nucléico codificando un 

antagonista PGE2 antagonista.  20 

 

14. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 
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(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 

virus no modificado; y/o 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; 5 

 

15. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 10 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 

virus no modificado; y/o 

(iii) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un 

domino funcional del mismo; 

 15 

16. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK, 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 20 

virus no modificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; y/o 

(iv) un ácido nucléico codificando 25-PGDH, o un 

dominio funcional del mismo. 25 
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17. Un virus de vaccinia oncolítica que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 5 

virus no modificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; 

(iv) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un 

dominio funcional del mismo; y/o 10 

(v) una suppression C12L. 

 

18. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 15 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a un virus no 

modificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; 20 

(iv) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio 

funcional del mismo; 

(v) una suppression C12L; y/o 

(vi) una suppression B5R. 

 25 
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19. Un método para reducir el crecimiento de célula 

de cáncer que comprende administrar a la célula de cáncer, una 

cantidad efectiva de un virus de vaccinia oncolítico de 

cualquiera de las cláusulas 1-18. 

 5 

20. Un método para reducir el crecimiento de un tumor 

que comprende administrar al tumor, una cantidad efectiva de un 

virus de vaccinia oncolítico de cualquiera de las cláusulas 1-

18. 

 10 

21. Un método para tratar a un sujeto teniendo cáncer 

que comprende administrar al sujeto, una cantidad efectiva de 

un virus de vaccinia oncolítico de cualquiera de las cláusulas 

1-18. 

 15 

22. Un método para producir un efecto anti-cáncer en 

un sujeto que comprende administrar, al sujeto, una cantidad 

efectiva del virus de vaccinia oncolítico de una cualquiera de 

las cláusulas 1-18. 

 20 

23. El método tal y como se reivindica en las 

cláusulas 19, 20, 21 o 22 que además comprende administrar uno 

o más agentes seleccionados del grupo que consiste de un agente 

anti cáncer, un agente inmunomodulatorio, y una combinación de 

los mismos. 25 
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24. Un virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-18 

anteriores, para usarse en el tratamiento de cáncer en un 

sujeto. 

 5 
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CESIÓN MUNDIAL 

 

CONSIDERANDO que, Stephen Howard Thorne, ciudadana del Reino Unido y 

cuya dirección de oficina postal es 805 Fairview Road, Pittsburgh, Pensilvania 

15238 (de ahora en adelante denominado como el “CEDENTE”), inventó una 

nueva invención según ha sido revelada en una solicitud de patente titulada 

“TERAPIAS INMUNO-ONCOLÍTICAS”, identificada con el Expediente de 

Abogado No. 072396.0530; la cual 

 

__  está siendo presentada concurrentemente con el registro de esta Cesión 

X la solicitud provisional fue presentada el 22 de agosto de 2013 como la 
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__ la solicitud no provisional fue presentada el ______________ como la Solicitud 

No.  
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http://www.uspto.gov/
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CONSIDERANDO QUE, UNIVERSITY OF PITTSBURGH - OF THE 

COMMONWEALTH SYSTEM OF HIGHER EDUCATION, una sociedad 

constituida y existente bajo las leyes de los Estados Unidos, con su sede 

principal de negocios en 200 Gardner Steel Conference Center, Thackeray & 

O’Hara Streets, Pittsburgh, Pensilvania 15260, Estados Unidos de América 

(de ahora en adelante denominada el “CESIONARIO”), desea adquirir la 

totalidad de nuestro derecho, título e interés en, sobre y bajo dicha invención 

y dicha solicitud;  

 

AHORA, POR LO TANTO, por una contraprestación onerosa, el recibo y la 

suficiencia de la cual es reconocida por medio del presente, el CEDENTE ha 

vendido, cedido, transferido y traspasado, y por medio del presente vende, 

cede, transfiere y traspasa al CESIONARIO, sus sucesores, representantes 

legales ya asignatarios, la totalidad del derecho, título e interés en, sobre y 

bajo dicha invención y dicha solicitud provisional de los Estados Unidos o 

dicha solicitud para título de patente de los Estados Unidos, según sea el caso, 

y dicha invención en todas las solicitudes que reivindiquen prioridad de las 

mismas o que se hayan convertido de las mismas, y todas las divisiones, 

renovaciones, continuaciones y continuaciones en parte de las mismas, y 

todas las Patentes de los Estados Unidos que puedan ser otorgadas para las 

mismas y todas las reexpediciones, reexaminaciones y prórrogas de las 

mismas; y todas las solicitudes para protección de propiedad industrial, 

incluyendo, sin limitación, todas las solicitudes para patentes, modelos de 

utilidad, y diseños que puedan ser presentados de ahora en adelante para 

dicha invención en cualquier país o países diferentes de los Estados Unidos, 

junto con el derecho de presentar dichas solicitudes y el derecho de 

reivindicar para las mismas los derechos de prioridad derivados de dichas 

solicitudes mencionadas bajo las Leyes de Patentes de los Estados Unidos, la 
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Convención Internacional para la Protección de la Propiedad Industrial, y 

cualquier otro acuerdo internacional o leyes domésticas del país en el cual 

cualquiera de dichas solicitudes sea presentada, según se aplicable; y todas las 

formas de (…) 

 

Activo 11494626.1 

-1- 
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 (…) protección de la propiedad industrial, incluyendo, sin limitación, patentes, 

modelos de utilidad, certificados de inventores y diseños que puedan ser 

otorgados para dicha invención en cualquier país o países extranjeros a los 

Estados Unidos y todas las prórrogas, renovaciones y reexpediciones de los 

mismos;  

 

El CEDENTE por medio del presente autoriza al Comisionado de Patentes y 

Marcas de los Estados Unidos, y cualquier Funcionario de cualquier país o 

países extranjeros a los Estados Unidos cuyo deber será la expedición de 

patentes u otra evidencia o formas de protección de la propiedad industrial 

sobre las solicitudes mencionadas con anterioridad, para expedir las mismas al 

CESIONARIO, sus sucesores, representantes legales y asignatarios, de 

conformidad con los términos de este instrumento;  

 

El CEDENTE por medio del presente se compromete y acuerda que el 

CEDENTE tienen todo el derecho para traspasar la totalidad del derecho, título 

e interés que está siendo cedido por medio del presente, que dicho derecho, 
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título e interés se encuentra libre de gravámenes, y que el CEDENTE no ha 

ejecutado, y no ejecutará, ningún acuerdo que esté en conflicto con el 

presente;  

 

El CEDENTE además se compromete a ejecutar cualquiera y todos los poderes, 

solicitudes, cesiones, declaraciones, declaraciones juramentadas y cualquier 

otro documento en conexión con el presente necesario para perfeccionar 

dichos derechos, título e interés al CESIONARIO, sus sucesores, representantes 

legales y asignatarios;  

 

El CEDENTE además se compromete y acuerda que el CEDENTE comunicará al 

CESIONARIO, sus sucesores, representantes legales, y asignatarios, cualquier 

hecho conocido por nosotros con respecto a dicha invención, y a testificar en 

cualquier procedimiento legal, firmarán cualquier documento legal, ejecutarán 

todas las divisionales, continuaciones, reexpediciones, reexaminaciones, 

solicitudes extranjeras y cualquier otro Título de Patente, harán todos los 

juramentos legales, y en general harán todo lo posible para ayudar al 

CESIONARIO, o sus sucesores, representantes legales y asignatarios, a obtener 

y ejecutar la adecuada protección para dicha invención en todos los países;  

 

El CEDENTE por medio del presente autoriza al abogado de patentes del 

CESIONARIO para completar este formato por medio de la adición del número 

de la solicitud, la fecha de presentación de la solicitud y el número de 

expediente del abogado, si fuera necesario.  

 

Activo 11494626.1 

-2- 
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Expediente de abogado No. 072396.0530 

 

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto mi firma y sello este día 22 de julio de 

2014 

 

Firmado por firma ilegible 

Stephen Howard Thorne 

 

Testigo: Firmado por firma ilegible (Firma) 

               David Roger Critchley (Nombre) 

 

Testigo: Firmado por firma ilegible (Firma) 

               Rebecca Jane Thorne (Nombre) 
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RESUMEN 

 

La presente invención se refiere a virus de vaccinia 

oncolítico los cuales se han modificado para promover la 5 

inmunidad anti-tumor y/o reducir la inmunidad de anfitrión y/o 

la respuesta anticuerpo en contra del virus. Esto se basa, por 

lo menos en parte, sobre el descubrimiento de que el virus de 

vaccinia oncolítico (i) llevando una supresión de genoma de un 

gen que reduce la inmunidad de célula T (proteína aglutinante 10 

interleucin-18); (ii) tratado con enzima sialidasa que se cree 

que reduce la activación TLR2 y por tanto la respuesta 

anticuerpo; (iii) llevando un gen que mejora la inducción de 

linfocito T citotóxico (por ejemplo TRIF) y/o (iv) reduce las 

células supresoras derivadas de mieloide mediante reducir 15 

prostaglandina E2 reduce el crecimiento de tumor. Por tanto la 

presente invención proporciona virus de vaccinia 

inmunooncolíticos y métodos de usarlos en el tratamiento de 

cánceres. 

 20 

 

 

 

 

 25 
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REIVINDICACIONES 

 

 1. Un virus de vaccinia oncolítica que comprende dos o más 

de las siguientes modificaciones 5 

 

(i) una mutación de columna viral; 

(ii) una modificación de glicosilación viral; 

(iii) una modificación que promueve la respuesta de célula 

T; 10 

(iv) una modificación de inhibe la inmunosupresión; y/o 

(v) una modificación que mejora la actividad y 

esparcimiento de virus. 

 

2. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende una 15 

modificación de glicosilación viral y una o más de las 

siguientes modificaciones: 

 

(i) una mutación de columna viral; 

(ii) una modificación que promueve la respuesta de célula 20 

T; 

(iii) una modificación que inhibe la inmunosupresión; y/o 

(iv) una modificación que mejora el esparcimiento y 

actividad de virus. 

3. Un virus de vaccinia oncolítico que es tratado con 25 

un agente que reduce la cantidad de glicosilación antes (por 

ejemplo sialilación) de la administración a un anfitrión o que 
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de otra manera tiene glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a un virus no modificado. 

 

4. Un virus de vaccinia oncolítico el cual es tratado 

con un agente que reduce la cantidad de glicosilación (por 5 

ejemplo sialilación) antes de la administración a un anfitrión 

o que de otra manera tiene glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a virus no modificado y 

comprende una o más de las siguientes modificaciones: 

 10 

(i) una mutación de columna viral; 

(ii) una modificación que promueve la respuesta de 

célula T; 

(iii) una modificación que inhibe la inmunosupresión; 

y/o 15 

(iv) una modificación que mejora el esparcimiento y 

actividad de virus. 

 

5. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la 20 

mutación de columna viral es una supresión o una supresión 

funcional de proteína aglutinante-interleucina 18. 

 

6. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la 25 
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mutación de columna viral es una supresión B8R, una supresión 

B18R, una supresión A35R o una combinación de los mismos. 

 

7. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado 5 

porque la modificación que promueve la respuesta de célula T es 

la incorporación de un ácido nucléico codificando un adaptador 

conteniendo-dominio Toll/IL-IR induciendo interferón beta 

(TRIF) proteína o un dominio funcional de la misma. 

 10 

8. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado 

porque la modificación que promueve la respuesta de célula T es 

la incorporación de un ácido nucléico codificando un factor 

estimulando colonia de macrófago granulocito. 15 

 

9. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, 6, 7 u 8 caracterizado 

porque la modificación que inhibe la inmunosupresión es la 

incorporación de un ácido nucléico codificando una 20 

prostaglandina E2 antagonista. 

 

10. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en la cláusula 9, caracterizado porque la 

prostaglandina E2 antagonista es 15-PGDH.  25 
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11. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en las cláusulas 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10, 

caracterizado porque la modificación que mejora es 

esparcimiento y actividad viral es una modificación que aumenta 

la cantidad de envoltura extracelular desde el virus producido. 5 

 

12. El virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en la cláusula 11, caracterizado porque la 

modificación es una o más de las siguientes mutaciones: A34R 

Lysl51 a Glu; supresión completa o parcial de B5R; 10 

mutación/supresión de A36R y/o mutación/supresión de A56R.  

 

13. Un virus de vaccinia oncolítico el cual es tratado 

con un agente que reduce la cantidad de glicosilación (por 

ejemplo sialilación) antes de la administración a un anfitrión 15 

o que de otra manera tiene glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a virus no modificado, 

comprendiendo, un ácido nucléico codificando TRIF o un dominio 

funcional del mismo y/o un ácido nucléico codificando un 

antagonista PGE2 antagonista.  20 

 

14. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 
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(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 

virus no modificado; y/o 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; 5 

 

15. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 10 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 

virus no modificado; y/o 

(iii) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un 

domino funcional del mismo; 

 15 

16. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK, 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 20 

virus no modificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; y/o 

(iv) un ácido nucléico codificando 25-PGDH, o un 

dominio funcional del mismo. 25 
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17. Un virus de vaccinia oncolítica que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por 

ejemplo sialilación reducida) en relación a un 5 

virus no modificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; 

(iv) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un 

dominio funcional del mismo; y/o 10 

(v) una suppression C12L. 

 

18. Un virus de vaccinia oncolítico que comprende: 

 

(i) una supresión TK; 15 

(ii) una envoltura con glicosilación reducida (por ejemplo 

sialilación reducida) en relación a un virus no 

modificado; 

(iii) un ácido nucléico codificando TRIF, o un dominio 

funcional del mismo; 20 

(iv) un ácido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio 

funcional del mismo; 

(v) una suppression C12L; y/o 

(vi) una suppression B5R. 

 25 
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19. Un método para reducir el crecimiento de célula 

de cáncer que comprende administrar a la célula de cáncer, una 

cantidad efectiva de un virus de vaccinia oncolítico de 

cualquiera de las cláusulas 1-18. 

 5 

20. Un método para reducir el crecimiento de un tumor 

que comprende administrar al tumor, una cantidad efectiva de un 

virus de vaccinia oncolítico de cualquiera de las cláusulas 1-

18. 

 10 

21. Un método para tratar a un sujeto teniendo cáncer 

que comprende administrar al sujeto, una cantidad efectiva de 

un virus de vaccinia oncolítico de cualquiera de las cláusulas 

1-18. 

 15 

22. Un método para producir un efecto anti-cáncer en 

un sujeto que comprende administrar, al sujeto, una cantidad 

efectiva del virus de vaccinia oncolítico de una cualquiera de 

las cláusulas 1-18. 

 20 

23. El método tal y como se reivindica en las 

cláusulas 19, 20, 21 o 22 que además comprende administrar uno 

o más agentes seleccionados del grupo que consiste de un agente 

anti cáncer, un agente inmunomodulatorio, y una combinación de 

los mismos. 25 
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24. Un virus de vaccinia oncolítico tal y como se 

reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-18 

anteriores, para usarse en el tratamiento de cáncer en un 

sujeto. 

 5 


