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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la virusuri oncolitice
de vaccin variolic, modificate pentru a stimula
imunitatea antitumorald si/sau a diminua
imunitatea gazdei si/sau riaspunsul anticorpilor
gazdei impotriva virusului.

Inventia se bazeaza, cel putin partial, pe
descoperirea cd virusul oncolitic de vaccin
variolic (i) purtdnd o deletic genomici a genei,
care reduce imunitatea celulelor T (proteina de
legare a interleukinei-18); (ii) tratat cu enzima
sialidaza, care se crede ci reduce activarea
TLR2 si, astfel, rdspunsul anticorpilor; (iii)

2

care poartd gena care amplifici inducerea
limfocitelor T citotoxice (de exemplu TRIF)
si/fsau (iv) care reduce numirul de celule
supresoare de origine mieloidd in tumoare prin
reducerea cantitdtii de prostaglandind E2,
reduce cresterca tumorii. Astfel, prezenta
inventie se referd la virusuri imunooncolitice
de vaccin variolic si la metode de utilizare a
acestora in tratamentul tumorilor maligne.

Revendicari: 38

Figuri: 30




(549) Immuno-oncolytic therapies

(57) Abstract:
1

The invention relates to oncolytic
vaccinia viruses which have been modified to
promote anti-tumor immunity and/or reduce
host immunity and/or antibody response
against the virus.

The invention is based, at least in part,
on the discovery that oncolytic vaccinia virus
(i) bearing a genome deletion of a gene that
reduces T cell immunity (interleukin-18
binding protein); (ii) treated with a sialidase
enzyme which is believed to reduce TLR2

(54) UMMYHOOHKOJIHTHYECKHE TEPANTHH

(57) Pedepar:

H3obpercHue OTHOCHTCS K
OHKOJIUTHYCCKAM ~ BHPYCAM  OCHOBAKIUHBI,
MOTH(HUIMPOBAHHBIM A1  CTHMYJIHPOBAHHSA
MPOTHBOOMYXOICBOTO0  MMMYHHTCTA  W/WIH
CHIDKCHHS UIMMYHHTCTA XO34WHA W/WIIH OTBETA
AHTHUTC X034WHA MPOTHB BHPYCA.

H300peTcHAC OCHOBAHO, 1O MCHBIICH
MCpE YACTHYHO, HA OOHAPYKCHHH TOTO, UTO
OHKOIIMTHYCCKHIT BUPYC OCIOBAKUUHBI (1)
HECYIIU U TCHOMHYHO JETCIHIO T¢HA,
YMEHBIIAKOMIETO T-KICTOYHBIH HUMMYHHTET
(Oeka, CBA3BIBANOMICTO MHTCPJICHKHH-18); (ii)
00paboTaHHBIH (PCPMCHTOM CHATHAA30H, |TO,
KAaK CUMTAOT, YMEHbIIAET akTuBauuto TLR2 u,

2
activation and therefore the antibody response;
(iii) carrying a gene that enhances cytotoxic T
lymphocyte induction (e.g., TRIF) and/or (iv)
reduces tumor myeloid-derived suppressor
cells by reducing prostaglandin E2, reduces
tamor growth. Accordingly, the present
invention provides for immuno-oncolytic
vaccinia viruses and methods of using them in
the treatment of cancers.

Claims: 38
Fig.: 30
2
TaKuM 00pa3oM, OTBET AHTHUTCH, (iil) HCCYIIHH
TCH, yCI/IJ'II/IBaIOH.[I/II\/II HWHOY KO

OUTOTOKCHYECKUX T-muM@onuros (HampuMep
TRIF) w/umm (iv) YMCHBIIAIOIHIT KOJTHICCTBO
CYIIPECCOPHBIX KIICTOK B OIyXOJH
MHETONIHOTO TIPOUCXOXKIACHUS ITIOCPEACTBOM
YMEHBIICHHA KOIMYCCTBA MPOCcTarIananHa B2,
VMEHbIIAET pocT omyXxoian. COOTBETCTBEHHO,
HACTOAMCEC  HM300PCTCHHEC  OTHOCHTCA K
HMMYHOOHKOJIHTHICCKAM BHpPYyCaM
OCIIOBAKIMHBI U K CIIOCO0aM MX IMPHUMCHCHHS B
JICUCHUH 37I0KAYCCTBEHHBIX OITYXOICH.

I1. popmymer: 38

Our.: 30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4748 C1 2021.09.30

Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

Inventia se referd la virusuri oncolitice de vaccin variolic, care au fost modificate pentru a
stimula imunitatea antitumorala si/sau pentru a reduce rdspunsul anticorpilor gazdei impotriva
virusului.

Virusurile oncolitice (OV) reprezintd virusuri cu replicare, care in mod natural este
selectiva sau modificatd, pentru a fi selectivd pentru celulele tumorale, [1], (Kirn D H. & Thorne
S.H. Targeted and armed oncolytic poxviruses: a novel multi-mechanistic therapeutic class for
cancer. Nat. Rev. Cancer, no 9, 2009, p. 64-71; Kirn D., Martuza R.L. & Zwiebel J. Replication-
selective virotherapy for cancer: Biological principles, risk management and future directions. Nat.
Med., no 7, 2001, p. 781-787). Multiple diferite structuri virale au fost examinate ca OV, inclusiv
tulpinile virusului vaccinului variolic (VV), [2], (Kirn D.H., Wang Y., Le Boeuf F., Bell J. &
Thorne S.H. Targeting of interferon-beta to produce a specific, multi-mechanistic oncolytic
vaccinia virus. PLoS. Med. no 4, 2007, e353; Thorne S.H., Hwang T.H., O'Gorman W.E., Bartlett
D.L., Sei S., Kanji F., Brown C., Werier J., Cho J.LH,, Lee D.E., Wang Y., Bell J. & Kirn D.H.
Rational strain selection and engineering creates a broad-spectrum, systemically effective
oncolytic poxvirus, JX-963. J. Clin. Invest. no 117, 2007, p. 3350-3358; McCart J.A., Ward J.M.,
LeeJ., Hu Y., Alexander H.R., Libutti S.K., Moss B. & Bartlett D.L. Systemic cancer therapy with
a tumor-selective vaccinia virus mutant lacking thymidine kinase and vaccinia growth factor
genes. Cancer Res. no 61, 2001, p. 8§751-8757; Guo Z.S., Naik A., O'Malley M.E., Popovic P.,
Demarco R., Hu Y., Yin X., Yang S., Zeh H.J., Moss B., Lotze M.T. & Bartlett D.L. The
enhanced tumor selectivity of an oncolytic vaccinia lacking the host range and antiapoptosis genes
SPI-1 and SPI-2. Cancer Res. no 65, 2005, 9991-9998; Gnant ML.F., Noll L.A., Irvine K.R.,
Puhlmann M., Terrill R.E., Alexander H.R., Jr. & Bartlett D.L. Tumor-specific gene delivery using
recombinant vaccinia virus in a rabbit model of liver metastases. J. Natl. Cancer Inst. no 91, 1999,
p- 1744-1750; Zhang Q., Yu Y.A., Wang E., Chen N., Danner R.L., Munson P.J., Marincola F.M.
& Szalay A.A. Eradication of solid human breast tumors in nude mice with an intravenously
injected light-emitting oncolytic vaccinia virus. Cancer Res. 67, 2007, p. 10038-10046; Yu Y.A,,
Shabahang S., Timiryasova T.M., Zhang Q., Beltz R., Gentschev 1., Goebel W. & Szalay A A.
Visualization of tumors and metastases in live animals with bacteria and vaccinia virus encoding
light-emitting proteins. Nat. Biotechnol., no 22, 2004, p. 313-320). Cel putin pentru trei vectori
oncolitici aparte in baza vaccinului variolic s-a finalizat testarea fazei I, incluzand tulpina vvDD
(Thorne S.H., Hwang T.H., O'Gorman W.E., Bartlett D.L., Sei S., Kanji F., Brown C., Werier I,
Cho J.H., Lee D.E., Wang Y., Bell J. & Kirn D.H. Rational strain selection and engineering creates
a broad-spectrum, systemically effective oncolytic poxvirus, JX-963. J. Clin. Invest. no 117, 2007,
p- 3350-3358; McCart J.A., Ward J.M,, Lee J., Hu Y., Alexander H.R., Libutti S.K., Moss B. &
Bartlett D.L. Systemic cancer therapy with a tumor-selective vaccinia virus mutant lacking
thymidine kinase and vaccinia growth factor genes. Cancer Res. no 61, 2001, p. 8751-8757).
Pentru VV OV, JX-594 [2] (Park B.H., Hwang T., Liu T.C., Sze D.Y., Kim J.S., Kwon H.C., Oh
S.Y., Han S.Y., Yoon J.H., Hong S.H., Moon A., Speth K., Park C., Ahn Y.J., Daneshmand M.,
Rhee B.G., Pinedo H-M., Bell J.C. & Kirn D.H. Use of a targeted oncolytic poxvirus, JX-594, in
patients with refractory primary or metastatic liver cancer: a phase I trial. Lancet Oncol. no 9,
2008, p. 533-542) (Jennerex) s-au demonstrat recent rispunsuri extrem de promititoare in studiile
fazei II pentru carcinomul hepatocelular (HCC), inclusiv livrarea sistemicd in tumoare. [3],
(Breitbach C.J., Burke J., Jonker D., Stephenson J., Haas A.R., Chow L.Q., Nieva J., Hwang, T.H.,
Moon A., Patt R., Pelusio A., Le Boeuf F., Burns J., Evgin L., De Silva N., Cvancic S., Robertson
T., Je JE., Lee Y.S., Parato K., Diallo I.S., Fenster A., Daneshmand M., Bell J.C. & Kirn D.H.
Intravenous delivery of a multi-mechanistic cancer-targeted oncolytic poxvirus in humans. Nature,
no 477, 2011, p. 99-102) . Mai mult decat atat, rezultate promitdtoare in faza III au fost raportate
pentru virusul herpetic HSV OV (T-Vec, Amgen, [4], (Senzer N.N., Kaufman H.L., Amatruda T.,
Nemunaitis M., Reid T., Daniels G., Gonzalez R., Glaspy J., Whitman E., Harrington K,
Goldsweig H., Marshall T., Love C., Coffin R. & Nemunaitis J.J. Phase II clinical trial of a
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor-encoding, second-generation oncolytic
herpesvirus in patients with unresectable metastatic melanoma. .J Clin. Oncol., no 27, 2009, 5763-
5771) in terapia melanomului (16% rispunsuri, comparativ cu 2% in grupul de control). in
legiturd cu aceasta, a Inceput sa fie determinat adevaratul potential al OV in tratamentul tumorilor
maligne (aditional la tulpina initiald de adenovirus ONYX-015 (H-101), [5], (Khuri F., Nemunaitis
J., Ganly L., Gore M., MacDougal M., Tannock 1., Kaye S., Hong W. & Kirn D. A controlled trial
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of Onyx-015, an E1B gene-deleted adenovirus, in combination with chemotherapy in patients with
recurrent head and neck cancer. Nature Medicine, no 6, 2000, p. 879-885), care rimane singurul
remediu terapeutic pe bazd de OV pe orice piatd (Garber K. China approves world's first oncolytic
virus therapy for cancer treatment. J. Natl. Cancer Inst., no 98, 2006. p. 298-300).

in pofida acestor rezultate promititoare, rispunsurile complete cu utilizarea OV riman a fi
rare. Este important de mentionat, cid, tulpinile OV de prima si de a doua generatic au fost
concepute, in primul rind, pentru a distruge celulele tumorale prin replicare selectivd, care
conduce direct la liza celulelor. In plus, atat JX-594, cat si T-Vec exprimi o citokind transgend
(GM-CSF), care, ar fi de asteptat, stimuleazd limfocitele gazdei [3], (Park B.H., Hwang T., Liu
T.C., Sze D.Y., Kim I.S., Kwon H.C., Oh S.Y., Han S.Y., Yoon J.H., Hong S.H., Moon A., Speth
K., Park C., Ahn Y.J., Daneshmand M., Rhee B.G., Pinedo H.M., Bell J.C. & Kirn D.H. Use of a
targeted oncolytic poxvirus, JX-594, in patients with refractory primary or metastatic liver cancer:
a phase I trial. Lancet Oncol. no 9, 2008, p. 533-542; Liu T.C., Hwang T., Park B.H., Bell J. &
Kirn D.H. The targeted oncolytic poxvirus JX-594 demonstrates antitumoral, antivascular, and
anti-HBV activities in patients with hepatocellular carcinoma. Mol. Ther., no 16, 2008, p.1637-
1642; Kim M.K., Breitbach C.J., Moon A., Heo J., Lee Y.K., Cho M., Lee J.W_, Kim S.G., Kang
D.H., Bell J.C., Park B.H., Kirn D.H. & Hwang T.H. Oncolytic and immunotherapeutic vaccinia
induces antibody-mediated complement-dependent cancer cell lysis in humans. Science
translational medicine, no 5, 2013, 185ra63). Cercetirile preclinice au demonstrat importanta
critici a raspunsului imun in activitatea terapeuticd a VV oncolitic, in care (i) toti soarecii erau
rezistenti la provocari repetate, dupd un rispuns complet dupa terapia VV, indicand o necesitate
absolutd de inducere a unei imunititi adaptive antitumorale (Contag C.H., Sikorski R., Negrin
R.S., Schmidt T., Fan A.C., Bachireddy P., Felsher D.W. & Thorne S.H. Definition of an
enhanced immune cell therapy in mice that can target stem-like lymphoma cells. Cancer Research,
no 70, 2010, p. 9837-9845); (ii) efectele vaccinului VV asigurd un beneficiu terapeutic mai mare,
decat vaccinurile echivalente DC (Yang Y., Huang C.T., Huang X. & Pardoll D.M. Persistent
Toll-like receptor signals are required for reversal of regulatory T cell-mediated CD8 tolerance.
Nature immunology, no 5, 2004, p. 508-515); (iii) infectia tumorii VV produce un profil specific
de citokine ("constanta imunologica de respingere" (Worschech A., Chen N., Yu Y. A., Zhang Q.,
Pos Z., Weibel S., Raab V., Sabatino M., Monaco A., Liu H., Monsurro V., Buller R.M., Stroncek
D.F., Wang E., Szalay A.A. & Marincola F.M. Systemic treatment of xenografts with vaccinia
virus GLV-1h68 reveals the immunologic facet of oncolytic therapy. BMC genomics, no 10, 2009,
p- 301)); (iv) terapia VV reduce numdrul de celule imunosupresive in tumoare (MDSC, T-reg si
macrofage M2) (Thorne S.H., Liang W., Sampath P., Schmidt T., Sikorski R., Beilhack A. &
Contag C.H. Targeting localized immune suppression within the tumor through repeat cycles of
immune cell-oncolytic virus combination therapy. Molecular therapy: the journal of the American
Society of Gene Therapy, no 18, 2010, p. 1698-705); (v) rdspunsul imun, indus de terapia V'V, este
capabil de eradicarea tumorii reziduale si a metastazelor cu mult mai tirziu dupd climinarea
virusului, asigurand o supraveghere imunologica pe termen lung pentru a preveni recidiva (Contag
C.H., Sikorski R., Negrin R.S., Schmidt T., Fan A.C., Bachireddy P., Felsher D.W. & Thorne S.H.
Definition of an enhanced immune cell therapy in mice that can target stem-like lymphoma cells.
Cancer Research, no 70, 2010, p. 9837-9845; Thorne S.H., Liang W., Sampath P., Schmidt T.,
Sikorski R., Beilhack A. & Contag C.H. Targeting localized immune suppression within the tumor
through repeat cycles of immune cell-oncolytic virus combination therapy. Molecular therapy: the
journal of the American Society of Gene Therapy, no 18, 2010, p. 1698-705; Thorne S.H.
Enhancing biological therapy through conditional regulation of protein stability. Expert reviews in
molecular medicine, no 12, 2010, ¢2) si (vi) in unele studii se pare ci o replicare virald sigurd nu
este de fapt necesard pentru un efect terapeutic (Wang L.C., Lynn R.C., Cheng G., Alexander E.,
Kapoor V., Moon E.K., Sun J., Fridlender Z.G., Isaacs S.N., Thorne S.H. & Albelda S.M. Treating
Tumors With a Vaccinia Virus Expressing IFNbeta Illustrates the Complex Relationships Between
Oncolytic Ability and Immunogenicity. Molecular therapy: the journal of the American Society of
Gene Therapy, 2011; Prestwich R.J., Tlett E.J., Errington F., Diaz R.M., Steele L.P., Kottke T.,
Thompson I., Galivo F., Harrington K.J., Pandha H.S., Selby P.J., Vile R.G. & Melcher A.A.
Immune-mediated antitumor activity of reovirus is required for therapy and is independent of
direct viral oncolysis and replication. Clin. Cancer Res., no 15, 2009, p. 4374-4381). Astfel,
efectele imunoterapeutice ale OV, in particular VV, sunt, cel putin, la fel de importante ca si
efectele oncolitice directe, si acesti vectori, probabil, trebuie sd fie luati in considerare in primul
rand in calitate de remedii imunoterapeutice.
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Este necesar de remarcat, ci vectorii clinici actuali nu au fost concepufi ca remedii
imunoterapeutice (cu exceptia expresiei unor citokine aparte) si aceastd zond a rdmas relativ
insuficient exploratd. De aceea, existd un potential imens nerealizat pentru imbundtitirea vectorilor
oncolitici prin optimizarea interactiunilor lor cu sistemul imun al gazdei §i pentru crearca
vectorilor capabili de vaccinare in situ impotriva antigenelor tumorale respective. In mod
alternativ, majoritatea metodelor traditionale pentru vaccinurile terapeutice impotriva tumorilor
maligne au avut un succes limitat in clinic, in special impotriva tumorilor mai mari, in pofida
dovezilor de imunizare eficientd (Banchereau J. & Palucka A.K. Dendritic cells as therapeutic
vaccines against cancer. Nat. Rev. Immunol., no 5, 2005, p. 296-306; Nestle F.O., Tonel G. &
Farkas A. Cancer vaccines: the next generation of tools to monitor the anticancer immune
response. PLoS. Med., no 2, 2005, ¢339; Rosenberg S.A., Yang J.C. & Restifo N.P. Cancer
immunotherapy: moving beyond current vaccines. Nat. Med., no 10, 2004, p. 909-915). Astfel,
sunt necesare, de asemenea, metode noi pentru vaccinuri, care in mod ideal vor media inducerea
raspunsurilor impotriva antigenelor respective in fiecare tumoare, care vor depasi supresia chiar si
in interiorul tumorilor mari si vor imbundtéti homing-ul celulelor T in tumorile-tinta.

Prezenta inventie se referd la virusuri "imunooncolitice" de vaccin variolic, care au fost
modificate pentru a stimula imunitatea antitumorald si/sau pentru a reduce rispunsul imun i
raspunsul anticorpilor gazdei impotriva virusului. Aceasta s¢ bazeazi, cel putin in parte, pe
descoperirea inhibdrii imbundtitite a cresterii tumorii cu virusul oncolitic al vaccinului variolic,
care este un remediu tratat cu un agent, care reduce nivelul de glicozilare, si/sau tratat cu enzima
sialidaza (care se considerd, cd reduce activarea TLR2 si reduce rdspunsul anticorpilor gazdei
impotriva virusului); si/sau poartd modificiri sau deletii ale acidului nucleic genomic viral, care
codificd un produs, care reduce imunitatea celulard T (proteina virald de legare a interleukinei-18);
si/sau poartd acidul nucleic care codificd un produs care (i) amplificd inductia limfocitelor T
citotoxice (TRIF) si/sau (ii) reduce numarul de celule supresoare, derivate din mieloide, in tumoare
(MDSC) prin reducerea cantititii de prostaglandind E2. Respectiv, prezenta inventie se referd la
virusuri oncolitice de vaccin variolic si la metode de utilizare a acestora in tratamentul tumorilor
maligne.

Inventia se explica prin desenele din fig. 1-30, care reprezinti:

fig. 1A-C, (A) pentru virusul WR.ACI2L - selectivitatea pentru tumorile in vivo,
comparativ cu virusul WR parental. Soarecii C57BL/6, purtitori de tumori CMT-93, au fost tratati
i/v cu 5¢8 PFU de virusuri si soarecii au fost sacrificati la interval predeterminat de timp dupa
tratament. PFU viral au fost cuantificate in diferite tesuturi post mortem dupd omogenizare. (B)
Efecte antitumorale imbunititite ale WR.ACI2L. Soarecii C57BL/6, purtitori de tumori
subcutanate CMT-93, au fost tratati i/v cu o singurd dozd (1e8 PFU) de virus i s-a urmirit
supravietuirea (definitd ca timp pand cAnd volumul tumorii atinge 1000 mm?, determinat prin
masurare cu sublerul). (C) Productia de IFN-y (ca un marker al productici de celule T efector) din
splenocite, recuperate de la soarecii tratati in prealabil cu virusul indicat si dupd expunerea ex vivo
cu WR.

fig. 2A-E, deglicozilarea invelisului virusului variolic. (A) Imunoblotarea, care aratd
deglicozilarea proteinei invelisului virusului variolic. Virusurile WR purificate si WR deglicozilat
au fost distruse si supuse bloting-ului folosind un anticorp anti-B5R. Reducerea masei de proteind
corespunde deglicozilarii proteinei BSR. (B) Deglicozilarea invelisului virusului nu exerciti nici
un efect asupra infectivitatii virusului variolic. Diferite linii de celule tumorale murine au fost
infectate cu TK sau cu versiunea sa deglicozilatd la MOI 1 si exprimarea luciferazei virale a fost
masuratd la 3 ore dupd infectare prin imagisticd bioluminescentd. Valorile medii +SD din 3
experimente independente sunt reprezentate pe grafic. (C) Deglicozilarea reduce activarea TLR2
in vitro. Celulele HEK293, care exprimid TLR2 murine au fost transfectate cu pNiFty (o plasmida
reporter pentru transmiterea semnalului TLR). Peste 24 de ore dupi transfectie, celulele au fost
infectate la MOI 1 cu WR sau WR deglicozilat si activarea TLR2 a fost cuantificati peste 24 de
ore dupd infectare prin imagisticd bioluminescentd. Sunt afisate valorile medii +SD din 3
experimente independente (efectuate in cvadruplicat). (D) Fosforilarea STAT3 este epuizatd in
limfocitele splenice ale soarecilor, injectati cu virusul variolic deglicozilat. Continutul procentual
de pSTAT1 -pSTAT3+ in limfocite a fost determinat prin citometrie de flux. PBS si PAM (3) CSK
(4) au fost utilizati in calitate de control. Valorile pentru soareci individuali si mediile £SEM
pentru diferite tratamente sunt reprezentate grafic. (E) Deglicozilarea membranei virusului
vaccinului variolic amplificd expresia genelor virale in tumori in vive. Soarecii BALB/c, purtitori
de xenogrefe subcutanate de celule Renca (adenocarcinom renal murin), au fost aleatoriu
randomizati si li s-a injectat o singurd dozi intravenoasi de 1x10® PFU per soarece de TK- sau
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TK- deglicozilate. Cinetica expresiei genelor virale in interiorul tumorii a fost monitorizatd prin
imagistica bioluminescentd pentru expresia luciferazei virale. Valorile medii pentru 12...13
animale +SD sunt reprezentate grafic. *, P<0,05 concludentd, comparativ cu PBS sau cu controlul.
#, P<0,05 concludentd, comparativ cu grupa cu TK- sau WR. ¢, P<0,05 concludentd, comparativ
cu grupa cu PAM (3) CSK (4).

fig. 3A-D, stoparea activdrii TLR2 prin deglicozilare conduce la accentuarea efectelor
terapeutice. (A) Tratarea tulpinii de vaccin variolic WR cu enzima sialidaza (DS) rezultd cu
pierderea activirii cdii de semnalizare TLR2 intr-un model in vitro (activarea NF-kB in celulele
HEK?293, transfectate pentru a exprima TLR2). (B) Pentru virusul WR DS este aritatd o livrare
soarecii BALB/c cu virusul livrat i/v si exprimarea transgenei virale a luciferazei in tumoare,
determinata peste 24 de ore prin imagistica bioluminiscentd (notd: pentru tesuturile netumorale nu
se relevad deosebiri de absorbtie virald). (C) Efectul antitumoral in acelasi model a demonstrat un
avantaj terapeutic al virusului DS. (D) Pierderea activarii TLR2 (la soarecii transgenici cu knock
out TLR2) dupi infectic cu vaccin variolic conduce 1a o inducere semnificativ mai redusd de
anticorpi neutralizanti antivirali (anticorp neutralizant, misurati ca abilitate a diferitor dilutii de ser
de soarece, colectate peste 14 zile dupd tratare cu WR, de a impiedica exprimarea luciferazei
transgenice virale dupd amestecare cu WR. TK-Luc+ si infectarea stratului de celule BSC-1).

fig. 4A-C, (A) diagrama schematici, reprezentind constructia virusului TK-TRIF si
diagrama schematicd, reprezentand constructia virusului TK-DAI (B) Analizele ELISA au fost
utilizate pentru a determina concentratiile de TRIF in celule infectate cu TK- si TK-TRIF. (C)
Western blot, care prezintd expresia DAI in controlul TK-DAI.

fig. 5A-C, (A) expresia TRIF de 1a virusul vaccinului variolic amplifici producerea IFN de
tip I in vitro, chiar si depdsind exprimarea in tulpina BI8R-. (B) Expresia TRIF amplificd
producerea de CTL in vivo. (C) Un efect terapeutic amplificat suplimentar iz vivo dupd o unica
livrare i/v de 1e8 PFU de virus la soarecii BALBY/c, purtitori de tumori subcutanate Renca.

fig. 6A-D, virusul oncolitic de vaccine oncolitic, care exprima proteina TRIF murind,
amplifica activarea cailor responsabile de TLR si ecliberarea citokinelor si chemokinelor
proinflamatorii. (A-B) Activarea cdilor NF-xf3 (A) si IRF3 (B) dupa infectia cu TK-TRIF si TK-
DAI. Testele ELISA au fost utilizate pentru a determina concentratiile de pIKf si IRF3 in extracte
citoplasmatice si nucleare, respectiv, de celule 4T1 sau MEF, infectate cu TK-, TK-TRIF sau TK-
DAI la MOI 1. Analizele s-au efectuat peste 24 de ore dupd infectie. Datele au fost obtinute in
cvadruplicat din 2 experimente independente si reprezentate grafic ca o multiplicitate a
modificirii, comparativ cu TK- +SD. Linia punctatd indicad nivelul de activare TK-. (C) Eliberarea
de citokine si chemokine in vitro dupd infectic TK-TRIF si TK-DAI. Concentratiile de IL-6, IP-10,
TNF-o si IFN-8 in supernatantul celulelor Renca, 4T1, MC38 si MEF au fost evaluate prin testul
Luminex peste 24 de ore dupd infectare cu TK-, TK-TRIF sau TK-DAI (MOI 1). Datele sunt
reprezentate ca multiplicitate a modificarii, comparativ cu TK- + SD (2 experimente
independente). Linia punctata indicd concentratiile de TK-. (D) Concentratia intratumorald de
citokine si chemokine in vivo. Soarecii BALB/c cu xenogrefe subcutanate Renca stabilite au fost
aleatoriu randomizati si injectati intravenos cu o singurd dozi 1x10% PFU per soarece de TK- sau
TK-TRIF. Multiplicitatea modificirii, comparativ cu TK- pentru 4..5 soareci, +SD este
reprezentatd grafic. Linia punctata indicd concentratiile de TK-. *, P<0,05 concludentd, comparativ
cu grupa cu TK-. #, P<0,05 concludentd, comparativ cu grupa cu TK-DAI.

fig. 7A-E, testele ELISA au fost utilizate pentru determinarea concentratiei de NF-xB (A),
HMGBI1 (B) si Hsp-70 (C) in celulele infectate cu TK-, TK-TRIF sau TK-DAI la MOI 1.
Analizele au fost efectuate peste 24 ore dupd infectare. Datele au fost obtinute si reprezentate
grafic ca multiplicitate a modificdrii, comparative cu TK- + SD. Linia punctata indica nivelul de
activare pentru TK-. Nivelul de celule T helper (D) si celule T reglatoare (E) au fost analizate ca
raspuns la infectia cu virusul TK- sau TK-TRIF.

fig. 8A-D, replicarea si activitatea antitumorald a TK-TRIF si TK-DAIL (A) Productia
virusurilor TK-TRIF si TK-DAI in celulele tumorale de soarece. Diferite linii de celule tumorale
au fost infectate la MOI 1 si producerea virusului a fost mésuratd prin analiza rozetelor la diferite
intervale de timp. Randamentul viral a fost evaluat in cvadruplicat pentru fiecare linie celulard,
prin efectuarea a doud experimente independente. Mediile +SD sunt reprezentate grafic. (B)
Citotoxicitatea comparativd a TK-TRIF si TK-DAI. Celulele au fost infectate cu virusurile indicate
in doze variind de 1a 75 pani la 0,00025 PFU/celuld. Sunt afisate valorile EC50 (MOI, necesard
pentru a produce o reducere de 50% din viabilitatea culturii de celule) in ziua 4 dupd infectare.
Patru replici diferite au fost cuantificate pentru fiecare linie celulard si este ardtatd media pentru
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fiecare MOI. (C-D) Expresia genelor virale si eficacitatea antitumorald in vivo. Xenogrefele de
Renca sau MC38 au fost implantate soarecilor BALB/c sau C57BL/6, respectiv, si soarecii au fost
injectati cu PBS sau 1x10® PFU de TK-, TK-TRIF sau TK-DALI prin vena caudald. Exprimarea
luciferazei virale in tumori (C) si volumul tumorilor (D) au fost misurate la momente de timp
indicate. n = 12...15 soareci/grupa + SE. *, P<0,05 concludentd, comparativ cu grupa cu PBS. #,
P<0,05 concludentd, comparativ cu grupa cu TK-. ¢, P <0,05 concludentd, comparativ cu grupa cu
TK-DAL

fig. 9A-F, (A) expresia genelor virale TK-TRIF si TK-DAI in celulele tumorale de soarece.
Diferite linii de celule tumorale au fost infectate la MOI 1 si exprimarea luciferazei virale a fost
cuantificatd prin imagistica bioluminescenti la diferite momente de timp. Exprimarea luciferazei a
fost evaluatad in cvadruplicat pentru fiecare linie de celule, prin efectuarea a doud experimente
independente. Mediile +SD sunt reprezentate grafic. (B) Procentul de celule apoptotice dupa
infectare cu TK-TRIF si TK-DAI. O grupa de linii de celule tumorale de soarece a fost infectatd cu
virusurile indicate folosind MOI 1. Peste 48 de ore dupa infectare, procentul de celule necrotice si
apoptotice a fost determinat prin citometric in flux prin colorare cu PI si anexind V. Au fost
efectuate doud experimente independente si mediile +SD sunt reprezentate grafic. (C-D) TK-TRIF
imbunititeste eficacitatea antitumorald a TK-GMCSF intr-un model semiortotopic pe glanda
mamard. Celulele 4T1 au fost implantate in stratul adipos al glandei mamare la soarecii BALB/c si
dupi stabilirea tumorii, soarecii au fost injectati cu PBS sau 1x10® PFU de TK-, TK-TRIF sau TK-
GMCSF prin vena caudali. Exprimarea luciferazei virale din interiorul tumorilor (C) si volumul
tumorii (D) au fost masurate la momente de timp indicate. n = 12...14 soareci/grupd +SE. (E-F)
TK-TRIF imbundititeste supravietuirea soarccilor purtitori de tumori. Soarecii BALB/c sau
C57BL/6, purtatori de xenogrefe Renca (E) sau MC38 (F), respectiv, au fost tratati ca in fig. 3d si
punctul final s-a stabilit la un volum al tumorii de =750 mm?® Curbele de supravietuire Kaplan-
Meyer sunt reprezentate grafic, n = 12...15 soareci/grupd. *, P<0,05 concludentd, comparativ cu
PBS sau control. # P<0,05 concludentd, comparativ cu lotul cu -. ¢, P<0,05 concludenta,
comparativ cu grupa cu TK-GMCSF. Q, P<0,05 concludenti, comparativ cu grupa cu TK-DAL

fig. 10A-E, (A) variatiile masei corporale dupd administrarea intravenoasd a TK-TRIF
deglicozilati. Soarecilor BALB/C a fost injectat intravenos 1x10® PFU per soarece de TK-, TK-
TRIF sau TK-TRIF deglicozilatd. Administrarea tamponului fosfat-salin (PBS) a fost utilizata in
grupa de control. Soarecii injectati cu TK- au prezentat o reducere depdsind 10% din masa
corporald in ziua a 6 dupd injectarea virusului, in timp ce soarecii la care s-a injectat TK-TRIF si
TK-TRIF deglicozilati au prezentat un profil de masi, similar cu profilul pentru soarecii la care s-
a injectat PBS. (B) Expresia genelor virale in vivo dupd administrarea TK-TRIF deglicozilata.
Tumorile RENCA au fost implantate la soarecii BALB/c si soarecii le-a fost injectat PBS sau
1x10® PFU de TK-, TK-TRIF sau TK-TRIF deglicozilatd prin vena caudali. Exprimarea
luciferazei virale din interiorul tumorilor a fost masuratd la momentele de timp indicate. n =
12...14 soareci/grupa +SE. (C-D) Supravietuirea soarecilor purtitori de tumori, tratati cu TK-TRIF
deglicozilatd. (C-D) Xenogrefele Renca (C) sau MC38 (D) au fost stabilite la soarecii BALB/C sau
C57BL/6, respectiv, si au fost tratati cu o singurd dozi intravenoasd de 1x10® PFU de virusuri
indicate sau PBS. Punctul final a fost stabilit la volumul tumorii de =750 mm?® si curbele de
supravictuire Kaplan-Meyer sunt reprezentate grafic, n = 12..15 soareci/grupd. (E) TK-TRIF
deglicozilatd Tmbunititea supravietuirea, comparativ cu grupa tratatd cu TK-GMCSF. Soarecii
(BALB/c purtitori de tumori subcutanate RENCA) au fost tratati prin injectare in vena caudald a
PBS sau a unei doze unice de 1x108 PFU de TK-GMCSF sau TK-TRIF deglicozilati (n = 10...12
per grupd). Curbele de supravietuire Kaplan-Meyer au fost obtinute dupd stabilirea unui punct
final =750 mm?® pentru volumul tumorii. *, P<0,05 concludenti, comparativ cu grupa cu PBS. #,
P<0,05 concludentd, comparativ cu lotul cu TK-. ¢, P<0,05 concludentd, comparativ cu grupa cu
TK-deglicozilatd. €, P<0,05 concludenti, comparativ cu grupa cu TK-TRIF. vy, P<0,05
concludentd, comparativ cu grupa cu TK-GMCSF.

fig. 11A-F, combinarea de membrand deglicozilatd si de exprimare TRIF murind stimula
marcant raspunsurile celulare antitumorale si prezenta o eficacitate antitumorald inalti. (A-B)
Réspunsurile imune celulare 1a virusul vaccinului variolic si celulele tumorale au fost evaluate prin
testul ELISpot IFN-I". n ziua a 7 dupi administrarea virusului, splinele au fost recoltate de la
soarecii injectati intravenos cu 1x10® PFU de virusuri indicate sau de PBS (soareci BALB/c,
purtdtori de xenogrefe Renca) si a fost estimat numarul de CTL, care recunosc virusul vaccinului
variolic sau (A) sau celule Renca (B ). Sunt prezentate valorile pentru soareci individuali si
mediile +SEM. (C) Titrele de anticorpi neutralizanti in ser. Analiza neutralizirii s-a efectuat pentru
a determina nivelele de anticorpi impotriva virusului variolic pentru soarecii, 1-a care s-au injectat
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1x10® PFU TK-, TK-TRIF sau TK-TRIF deglicozilati. Titrele de Nab au fost determinate prin cea
mai mare dilutie a serului care a condus la cel putin 50% de inhibare a infectiei. Valorile pentru
soareci individuali si mediile £SEM sunt reprezentate grafic. (D-E) Activitatea antitumorald in
vivo in diferite modele. BALB/c, care poartd xenogrefe de tumori Renca (D) sau C57BL/6 purtand
xenogrefe de tumori MC38 (E) au fost tratati intravenos cu o dozi unicd de virusuri indicate
(1x10® UFP/soarece). Cresterea tumorii a fost urmdritd prin misuriri cu sublerul. Sunt prezentate
mediile pentru 12...15 soareci per grupd +SE. (F) Pentru TK-TRIF deglicozilati s-a inregistrat o
activitate antitumorald mai mare, decit pentru TK-GMCSF. Soarecilor BALB/c, purtitori de
xenogrefe RENCA, le-a fost injectatd intravenos o dozi de 1x10® PFU/soarece de TK-GMCSF sau
TK-TRIF deglicozilatid. Volumul relativ al tumorii dupd administrarea virusului este reprezentat
grafic (n = 12...15 soareci/grupd + SE). *, P<0.05 concludentd, comparativ cu grupa cu PBS. #,
P<0,05 concludentd, comparativ cu grupa cu TK -. ¢, P<0,05 concludentd, comparativ cu grupa cu
TK- deglicolizata. Q2, P<0,05 concludentd, comparativ cu grupa cu TK-TRIF.

fig.12A-C, (A) pentru tulpina de vaccin variolic WR cu tratare cu DS, deletia C12L si
exprimarca mTRIF (denumitd UPCI-1812) sunt ardtate efectele antitumorale imbundtitite la
soarecii BALBY/c, purtitori de tumori 4T1, comparativ cu tulpinile clinice actuale WR. TK-GM-
CSF+ (in calitate de model al tulpinii JX-594). Pentru virusul UPCI-1812 este prezentatd, de
asemenea, cresterea producerii de citokine imunoterapeutice in micromediul tumorii, inclusiv (B)
de gama interferon si (C) de interleukini-12.

fig. 13A-C, (A) supravictuirea diferitor linii de celule tumorale a fost analizatd dupa infectia
cu virus TK-. (B) Expresia genelor virale in tumorile, derivate de la soarecii BALB/c si C57BL/6
dupi implantarea anumitor linii de celule tumorale, i volumul tumorilor obtinute de la BALB/c si
C57BL/6 dupa implantare cu anumite linii de celule tumorale si infectia cu TK -. (C) Detectarea
Sp6 fosforilatd in celulele micloide in tumorile, derivate de la soarecii BALB/c si C57BL/6 dupa
implantare cu anumite linii de celule tumorale si tratare cu TK-.

fig. 14A-B, (A) soarecii care nu poartd tumori sau care poartd tumori subcutanate derivate
din celule LLC sau B16 (50-100 mm3) au fost tratati cu o singurdl injectie intravenoasi de 1x107
PFU WR.TK-. Soarecii (n = 3 per grupa si perioada de timp) au fost sacrificati in perioadele de
timp indicate si au fost prelevate splinele si serul. Splenocitele au fost fixate rapid si
permeabilizate (conform protocolului inventatorilor prezentei inventii, publicat anterior) si apoi
colorate pentru phosflow pentru a detecta activarea cdilor de semnalizare. Aceasta s-a realizat
pentru celule T reglatoare (CD3+ CD4+ CD8-FoxP3+ CD25+) cu analiza pSTATS, pS6 si Ki67,;
pentru celulele T CD4 (CD3+ CD4+ CD8- FOXP3-) cu analiza pS6, Ki67, CD44 si CD62L si
pentru celulele T CD8 (CD3+ CD4-CD8+ FoxP3-) cu analiza pS6, Ki67, CD44 si CD62L. (B)
Nivelurile de anticorpi neutralizanti antivirali au fost de asemenea verificate in ser.

fig. 15A-B, (A) concentratia de celule T reglatoare si de celule MDSC in diferite modele de
tumori la soarecii infectati cu TK-. (B) Concentratia de celule T reglatoare, celule MDSC si de
celule T CD8+ in modele de tumori 4T1 si MC38 la soarecii infectati cu TK-.

fig. 16A-B, (A) metodele de selectare pentru detectarea MDSC (stAnga) si celulele T si T-
reg (dreapta) pentru splenocite sau celulele, recuperate din tumori dezagregate. (B) Nivelurile de
MDSC si T-reg in splind sunt prezentate pentru soarecii purtitori de diferite tumori.

fig. 17A-C, (A) pentru tulpina de vaccin variolic TK- este aritatd capacitatea foarte redusi
de a creste supravietuirea mediand (comparativ cu controlul cu PBS) in modele de tumori la
soarecii, care prezintd un nivel ridicat de MDSC la momentul initial. De asemenea, terapia TK-
virald poate reduce nivelul de (B) T-reg in tumorile tratate, dar nu are nici un impact asupra
nivelurilor de MDSC (C).

fig. 18, analiza raspunsului imun la soarecii cu celule implantate de tumori MC38 dupd
tratare cu tulpini imunogene de vaccin variolic, GM-CSF, WR.TK-GM-CSF, WR.B18R-IFNo+,
WR.BI8R-IFNB+ si WR.BI8R -IFNy+ in comparatie cu rdspunsul imun provocat de infectie cu
TK-.

fig. 19, analiza raspunsului imun la soarecii cu celule implantate de tumori 4T1 dup tratare
cu tulpini imunogene de vaccin variolic, GM-CSF, WR.TK-GMCSF si WR.BI8R-IFNB+ in
comparatic cu raspunsul imun provocat de infectiec cu TK-.

fig. 20, exprimarea COX2 si HPGD dupd exprimarea WR-TK-HPGD sau tratare cu
inhibitorul Cox 2, celecoxib. Beta-actina a fost detectatd ca un control de aplicare. Exprimarca
PGE2 a fost determinati in celule RENCA dupd infectia cu WR-TK-HPGD sau WR TK- sau
tratare cu celecoxib.

fig. 21A-D, expresia HPGD de la virusul oncolitic de vaccin variolic a redus cantitatea de
MDSC in tumoare si a sensibilizat tumorile restante la terapia virald. (A) Efectul expresiei HPGD
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asupra nivelurilor de T-reg si MDSC in tumori. Soarecii purtitori de tumori Renca au fost tratati
cu injectii intratumorale cu o dozd mici (1x107 PFU) de virus indicat si soarecii erau sacrificati in
perioadele de timp indicate, tumorile erau recuperate, dezagregate si analizate prin citometrie de
flux, ca si mai inainte. Expresia HPGD reduce nivelurile de MDSC si T-reg (*p<0,05, comparativ
cu controlul). (B) Activitatea terapeuticd amplificati a WR. TK- HPGD+. Soarecii purtitori de
tumori subcutanate Renca sau MC38 au fost tratati cu o singurd injectie intratumorald de PBS sau
1x107 PFU sau WR.TK- sau WR.TK-HPGD+ si cresterea ulterioara a tumorii a fost urméritd prin
masurarea cu un subler (n = 15 per grupd; WR. TK- HPGD+ concludent (p<0,05) retinea cresterea
tumorii din ziuva a 3 (RENCA) sau ziua a 7 (MC38), comparativ cu WR.TK-, si a condus la 3
raspunsuri complete pentru RENCA si 2 pentru MC38. Nici pentru un soarece din orice altd grupa
nu este ardtat CR). (C) Compararea cresterii tumorii §i expresiei genelor virale in tratamentul cu
WR.TK-.HPGD+. Cresterea tumorii la soareci individuali cu tumori Renca si dupa tratare cu
WR.TK-HPGD+ este reprezentatd grafic, comparativ cu controlul cu PBS (bara gri) si se imparte
in cei cu rdspuns bun (linic continue) si cu cel mai bun rispuns (linie punctatd). Semnalul
bioluminiscentei (expresia genelor virale) din tumoare in ziua 1 si 5 s-a normalizat dupd volumul
tumorii si s-a demonstrat atat pentru cei cu raspuns bun, cit si pentru cei cu cel mai bun rispuns.
(D) Expresia HPGD nu a redus expresia genelor virale. Este prezentatd expresia genei luciferazei
virale in interiorul tumorii peste 24 de ore dupa tratare cu WR.TK sau WR. TK-HPGD +.

fig. 22, volumul tumorii in functie de zile dupa tratamentul cu control cu PBS (CTL, cerc),
negativ dupd timidinkinaza Western Reserve VV (WR TK-; pétrate) sau negativ timidinkinaza
(TK) Western Reserve VV, purtitoare de HPGD (WR TK- HPGD, triunghiuri) (HPGD reprezintd
echivalentul murin de proteina 15-PGDH uman).

fig. 23A-D, procentul de MDSC in (A) splina soarecilor infectati cu WR TK-; (B) splina
soarecilor infectati cu WR TK- HPGD; (C) tumoarea soarccilor infectati cu WR TK-; si (D)
tumoarea soarecilor infectati cu WR TK- HPGD.

fig. 24A-D, expresia HPGD amplificd rdspunsul imun si modifica transportul de celule
imune la tumoare. (A) Profilul citokinelor si chemokinelor in tumoare dupa diferite tratamente.
Soarecii purtitori de tumori Renca au fost tratati, cum a fost indicat, cu 1x107 PFU de diferite
tulpini virale IT si sacrificati peste 3 zile. Omogenatele tumorale au fost analizate cu Luminex
pentru cuantificarea diferite citokine si chemokine (*p<0,05). (B) Rispunsul anti-tumoral CTL
creste la expresia HPGD. In splenocitele, colectate de la soarecii purtitori de tumoare RENCA
peste 7 zile dupd tratamentele mentionate, au fost cuantificate rispunsurile antitumorale CTL,
determinate prin ELISPOT (*p<0,06). (C) Modificirile sistemice ale nivelurilor de chemokine
dupa diferite tratamente. In serul, colectat de la soarecii purtitori de tumori RENCA peste 3 zile
dupi tratamentele mentionate, au fost cuantificate nivelurile de chemokine prin ELISA (p<0,05).
(D) Celulele imune activate tintesc preponderent tumorile, infectate cu virusul care exprima
HPGD. Soarecilor le-au fost implantate tumori bilaterale RENCA si cind acestea atingeau 50...100
mm?, soarecilor le-au fost injectate 1x107 PFU WR.TK- pe un flanc si WR. TK-HPGD+ pe flancul
opus, peste 24 de ore 1x107 celule NK T (CIK) activate si marcate Cy5.5 au fost livrate prin
injectic in vena caudald. Peste 24 de ore pentru soarcci au fost primite imaginile prin
bioluminiscentd (expresia genelor virale) si fluorescentd (transportul de celule T NK la tumori)
(*p<0,05). Este prezentat un exemplu reprezentativ de imagisticd fluorescenta.

fig. 25, expresia COX2 in tumorile infectate cu WR.TK-, comparativ cu tumorile netratate.

fig. 26A-B, (A) supravietuirea diferitor linii celulare dupi infectie cu TK-. (B) Producerea
virusului si expresia genelor virale TK- in diferite linii de celule tumorale.

fig. 27, expresia genelor virale in modele, infectate cu TK-, de tumori MC-38, LLC si
ABI12 la soareci peste 4 zile sau 5 zile dupi infectie.

fig. 28, cresterea tumorii in functie de zile dupa tratamentul cu PBS sau infectic cu WR.TK-
TRIF+- deglicozilatd (UPCI-1812), Western Reserve TK-, purtitoare de HPGD (VV-HPGD) sau
UPCI-1812 in combinatie cu expresia HPGD.

fig. 29, producerea de EEV ameliorat (mutatia A34R K151E) conduce la un nivel mai redus
de anticorpi neutralizanti antivirali (14 zile de la livrarea IP a WR sau EEV).

fig. 30, domeniile TRIF. In secventa aminoacidid TRIF umani existd trei domenii legand
TRAF si domeniul RHIM, care leagd RIP1.

Pentru claritatea descrierii, $i nu pentru a limita, descrierea detaliatd a inventiei este divizatad
in urmétoarele subcapitole:

(D) mutatiile virale ale carcasei virale;

(i1) modificarea glicozildrii virale;

(iii) modificarea, care stimuleaza raspunsul celulelor T;
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(iv) modificarea, care inhiba imunosupresia;

(v) modificarea, care imbundtiteste raspandirea si activitatea virusului;

(vi) virusuri modificate;

(vii) metode de tratament; si

(viii) kituri.

Termenul "omologie", in contextual prezentei inventii, se referd la gradul de omologie intre
secventele de acizi nucleic sau secventele aminoacide, cum este definit cu utilizarea metodelor
cunoscute in domeniu, in calitate de exemple nerestrictive, de software, cum ar fi BLAST sau
FASTA.

Mutatii ale carcasei virale

In anumite realiziri nelimitative ale inventiei, VV contine una sau mai multe mutatii ale
genomului siu, care favorizeazi replicarea virusului intr-o celula de cancer si/sau care amplifica
inducerea unui raspuns imun al limfocitelor T citotoxice (CTL). O mutatiec poate reprezenta o
insertie, deletie sau substitutie a unuia sau mai multor acizi nucleici ai virusului nativ.

In realiziri particulare nelimitative, mutatia conduce la reducerea exprimdrii proteinei care
leagd functional interleukina-18 ("IL-18BP"). Ca exemple nelimitative, (i) mutatia poate avea ca
rezultat o proteind cu legare mai slaba la IL-18, decit proteina nativd V'V, (ii) mutatia poate
conduce la exprimarea unei proteine trunchiate cu o activitate functionald redusi sau absentd sau
(iii) mutatia poate sterge gena IL-18BP. Intr-un anumit exemplu nelimitativ mutatia poate fi o
deletic C12L (de exemplu, (Symons et al. J. Gen.Virol. no 83, 2002, p. 2833-2844). In anumite
variante de realizare deletia C12L poate reprezenta o climinare totald sau partiali a C12L. In
calitate de exemplu nerestrictiv, o eliminare partiald a C12L poate include o mutatie, care conduce
la eliminarea cel putin aproximativ 10%, cel putin aproximativ 20%, cel putin aproximativ 30%
sau cel putin aproximativ 40% sau mai mult din secventele aminoacide ale proteinei C12L.

In alte exemple de realizare nelimitative, carcasa virald poate contine, separat sau aditional
la una sau mai multe mutatii in (incluzind deletia) in acidul nucleic care codificd IL-18BP, descris
mai sus, o mutatie in acidul nucleic care codificd B8R (proteina de legare a IFN gama, (Symons
J.A., Alcami A. & Smith G.L. Vaccinia virus encodes a soluble type I interferon receptor of novel
structure and broad species specificity. Cell, no 81, 1995, p. 551-560), B18R (proteina de legare a
IFN tip I, de exemplu, (Colamonici et al. J. Biol. Chem., vol. 270(27), 1995, p. 15974-15978)),
A35R (inhibitor al prezentirii MHC II, de exemplu, (Rehm et al. Virology., vol. 397(1), 2010, p.
176-186; Roper et al. J. Virol., vol, 80(1), 2006, p. 306-313)), BI15R (proteina de legare a IL-1f3,
de exemplu, (Alcami et al. Chemokine binding proteins (B29R, G3R, H5R), STAT]1 inhibitor
(H1L); dsRNA of PKR inhibitors such as E3L. Cell, vol. 71(1), 1992, p. 153-167)), proteinele de
legare a chemokinei (B29R, G3R, H5R), inhibitorul STAT1 (HIL); inhibitorii ARNdc sau PKR,
cum ar fi E3L (de exemplu, (Chang et al. Proc. Natl. Acad. Sci., vol. 89(11), 1992, p. 4825-4829))
sau K3L (de exemplu, (Davies et al. I. Virol., vol. 67(3), 1993, p. 1688-1692; Langland et al.
Virology, vol. 299(1), 2002, p. 133-141)); proteinele similar Bel-2 (cum ar fi N1, N2, B14, F1, C6,
A46 si K7), sau o combinatie a acestora.

Modificarea glicozilrii virale.

In anumite variante nelimitative de realizare a inventiei VV este tratat cu un agent care
modifica glicozilarea. De exemplu, in celula producitoare de VV poate fi administrat un inhibitor
de glicozilare si/sau ca poate fi cultivatd in prezenta unui inhibitor de glicozilare, sau VV poate fi
tratat cu un agent care reduce sau modifici glicozilarea. In variante concrete de realizare VV poate
fi supus unui tratament cu acid pentru a reduce glicozilarea virusului. In anumite variante de
realizare VV, conform prezentei inventii, poate fi produs intr-o linie celulard care nu are activitate
de glicozilare, de exemplu, datoritd mutatiilor In una sau in mai multe enzime de glicozilare.

In variante concrete de realizare V'V, tratat cu un agent care reduce sau eliminid, sau
modifica glicozilarea, de exemplu, un virus deglicozilat, poate avea mai putin de aproximativ 90%,
mai putin de aproximativ 80%, mai putin de aproximativ 70%, mai putin de aproximativ 60%, mai
putin de aproximativ 50%, mai putin de aproximativ 40%, mai putin de aproximativ 30%, mai
putin de aproximativ 20% sau mai putin de aproximativ 10% din glicozilarea unui VV, care nu a
fost tratat cu agent care modificd glicozilarea.

In variantele concrete nerestrictive VV, conform prezentei inventii, poate fi tratat cu enzima
sialidaza, care reduce cantititile de reziduuri sau elimind reziduurile de acid sialic de pe suprafata
virusului (de exemplu, de invelis). in exemplele de realizare nelimitative VV este tratat cu enzima
sialidaza inainte de administrare la un pacient. Intr-o variantd concretd nelimitativd enzima
sialidaza reprezintd sialidaza A (Glyko Sialidase A, cod WS0042), de exemplu, ca parte a kitului
pentru deglicozilare enzimatici Glycopro (Cod de produs: GK80110, Prozyme). in anumite
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realiziri VV poate fi tratat cu sialidazd A in combinatic cu N- si O-glicanaze. Alte enzime, care
elimind acidul sialic sau scindeaza reziduurile de glicozil de la virus, pot fi, de asemenea, utilizate
in prezenta inventie, incluzand, dar nefiind exhaustive, neuraminidazele, PNG-azele (de exemplu,
PNGazd A sau PNGazi F), galactozidaza [1-4, B-v-acetilglucozaminidaza sau utilizarea unor
tratamente chimice, cum ar fi b-eliminarea sau hidroliza alcalind sau hidrazinoliza.

Fara legaturd cu o anumita teorie, se presupune, cd reducerea glicozilarii, de exemplu prin
tratarea virusului vaccinului cu sialidazd, reduce activarea TLR2 si, astfel, intirzie activarea
sistemicd a sistemului imunitar in timpul perioadei de livrare a virusului si/sau reduce producerea
de anticorpi de neutralizare virala.

Modificdri, care stimuleaza raspunsul celulelor T

In variante concrete nerestrictive de realizare a inventiei VV este modificat pentru a include
unul sau mai multi acizi nucleici, care codificd peptida sau proteina care stimuleazi raspunsul
celulelor T. In anumite realiziri peptida sau proteina, care stimuleazi rispunsul celulelor T poate
stimula exprimarea unei sau a mai multor citokine proinflamatorii. De exemplu, si fira restrictii,
citokinele proinflamatorii pot include IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, IFN-o, IFN-f,
IFN-T", CCLS5 si IP-10.

Exemplele nelimitative de peptide sau proteine, care stimuleazd rdspunsul celulelor T
includ: adaptorul continAnd domeniul Toll/IL-1R, care induce IFN-f ("TRIF") sau un domeniu
functional al acestuia. In anumite realiziri nelimitative acidul nucleic poate codifica TRIF uman
avand o secventd de aminoacizi, cum este indicat in UniProtKB Nr. Q8IUC6, sau o secventd de
aminoacizi cel putin in aproximativ 90%, cel putin in aproximativ 95% sau cel putin in
aproximativ 98% fiind omoloaga ei, sau TRIF murin avind o secventd de aminoacizi, cum este
indicat in UniProtKB Nr. Q80UF7, sau o secventd de aminoacizi cel putin In aproximativ 90%, cel
putin In aproximativ 95% sau cel putin in aproximativ 98% fiind omoloag3 ei.

In variante concrete nerestrictive de realizare a prezentei inventii acidul nucleic poate
codifica unul sau mai multe domenii TRIF, cum este prezentat in fig. 30. In anumite variante de
realizare acidul nucleic, care codificd o peptidd sau o proteind, care stimuleaza raspunsul celulelor
T, de exemplu, TRIF, pot fi clonate in locusul genei timidinkinazei (TK) a virusului, cum este
prezentat in fig. 4A. Acidul nucleic, care codifici o peptidd sau o proteind, care stimuleazi
raspunsul celulelor T, poate fi functional legat cu orice promotor care poate conduce la exprimareca
acidului nucleic. Cum este utilizat in acest context, "functional legat" inscamnd, ci un promotor
este intr-o locatie si/sau orientare functional corectd in raport cu o secventd de acid nucleic pentru
a controla initierea transcriptiei si/sau expresia acestei secvente. In variante concrete de realizare
promotorul reprezintd un promotor al virusului vaccinului variolic si/sau un promotor virusului
sintetic al vaccinului variolic. In anumite variante de realizare promotorul reprezinti promotorul
pSE/L al virusului sintetic al vaccinului variolic. In anumite realiziri acidul nucleic, care codifici
o0 peptida sau o proteind, care stimuleazad raspunsul celulelor T este functional legat cu promotorul
viral p7.5.

In alte realiziri nelimitative acidul nucleic poate codifica factorul de stimulare a coloniilor
de granulocite-macrofage ("GM-CSF"), IL-12, IFN-I sau IL-18. In anumite realiziri mai mult de
un astfel de acid nucleic poate fi incorporat in VV.

Modificdri care inhibd imunosupresia.

In variante concrete nerestrictive de realizare a prezentei inventii VV este modificat pentru
a include unul sau mai multi acizi nucleici, care codifici o peptidd sau o proteind, sau acizi
ribonucleici sau micro-ARN, care inhibd sau reduc imunosupresie. Exemplele nelimitative de
masurdri ale imunosupresiei includ: nivelul de celule supresoare derivate din mieloide ("MDSC");
nivelul macrofagelor M2 si nivelul celulelor T helper, comparativ cu celulele T reglatoare
supresoare. In realiziri particulare nelimitative acidul nucleic codifici o peptidi sau o proteini, sau
acidul ribonucleic sau micro-ARN reduce activitatea prostaglandinei E2 ("antagonistul PGE2"). In
exemplele de realizare concrete nelimitative acidul nucleic codificd o peptida si/sau o proteind care
este un antagonist al PGE2 (cum acest termen este utilizat in acest context), care degradeazd
PGE2. Intr-un exemplu concret nelimitativ proteina, care degradeazd PGE2, reprezintd 15-PGDH
(uman) sau HPGD (murin). De exemplu, si fard restrictii, 15-PGDH poate avea o secventd de
aminoacizi, cum este indicat in UniProtKB Nr. P15428, sau o secventd de aminoacizi cel putin in
aproximativ 90%, cel putin in aproximativ 95% sau cel putin in aproximativ 98% fiind omoloaga
acesteia, si acidul nucleic care codificd 15-PGDH poate avea o secventd de acid nucleic, cum este
indicat in GenBankAccession Nr. U63296.1, sau o secventd de acid nucleic care cel putin in
aproximativ 90%, cel putin in aproximativ 95% sau cel putin in aproximativ 98% fiind omoloaga
acesteia. In alte exemple de realizare nelimitative un acid nucleic care codifici o versiune secretati
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si solubilizatd a receptorului extracelular pentru PGE2 poate fi inclus in VV, de exemplu, acidul
nucleic care codificd EP1, EP2, EP3 si/sau EP4, in care EP3 si 4 posedd o afinitate mai inalta. in
variante concrete de realizare a prezentei inventii una sau mai multe peptide sau proteine, care
inhibd sau reduc imunosupresia, pot conduce la o exprimare redusd a unei sau mai multor
chemokine supresive, cum ar fi, dar nefiind exhaustivd, CXCL12. In variante concrete de realizare
a inventiei una sau mai multe peptide sau proteine, care inhibd sau reduc imunosupresia, pot
conduce la expresia crescutd a unei sau mai multor chemokine imunoactive, cum ar fi, dar nefiind
exhaustive, CXCL9, CXCL10 si CCL5.

In anumite realiziri ale prezentai inventii acidul nucleic, care codificd antagonistul PGE2,
poate fi clonat in locusul genei timidinkinazei (TK) a virusului. Acidul nucleic, care codificd o
peptidd sau proteind - antagonist al PGE2, poate fi functional legatd cu orice promotor, care poate
conduce la exprimarea acidului nucleic. In variante concrete de realizare a prezentai inventii acidul
nucleic, care codificd o peptidd sau o proteind - antagonist al PGE2, este functional legatd cu
promotorul viral p7.5. In anumite variante de realizare promotorul reprezinti promotorul virusului
vaccinului variolic si/sau promotorul virusului sintetic al vaccinului variolic. In anumite variante
de realizare promotorul reprezinti promotorul pSE/L al virusului sintetic al vaccinului variolic. in
anumite variante virusul poate include acidul nucleic, care codificd antagonistul PGE2, si acidul
nucleic care codifici o peptidd sau o proteind care stimuleazi raspunsul celulelor T, ambele fiind
functional legate cu un promotor, de exemplu, cu promotorul viral p7.5, si clonate in locusul genei
timidinkinazei (TK) a virusului.

In urmitoarele exemple de realizare nelimitative virusul imunooncolitic al prezentei
inventii poate fi administrat impreund cu un agent care inhibd sau reduce numirul de MDSC,
incluzand, de exemplu, dar nefiind exhaustivi, un anticorp care tinteste markerul suprafata MDSC,
cum ar fi anticorpul anti-CD33 sau regiunea variabild a acestuia; un anticorp anti-CD11b sau
regiunea variabild a acestuia; un inhibitor al COX2, de exemplu, celecoxib; sunitinib si/sau acidul
transretinoic complet (Najjar and Finke. Frontiers in Oncology, vol. 3(49), 2013, p. 1-9).

Modificdri care imbundtitesc raspandirea si activitatea virusului.

In variante concrete nerestrictive de realizare a prezentei inventii VV este modificat pentru
a imbunatiti rispandirea si/sau activitatea virusului. in realiziri particulare nelimitative VV este
modificat pentru a creste numarul formei de virus extracelular cu invelis produs, de exemplu, prin
introducerea unei sau a mai multe dintre urmitoarele mutatii: A34R Lys151 la Glu; eliminarca
totald sau partiald a BSR; mutatia/deletia A36R si/sau mutatia/deletia AS6R. In anumite variante
de realizare a prezentei inventii VV este modificat pentru a include o eliminare totald sau partiala a
BSR.

Virusuri modifcate.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la VV imunooncolitic
continind una sau mai multe, sau doud sau mai multe, sau trei sau mai multe, sau patru sau mai
multe dintre urmatoarele modificiri, cum este descris mai sus:

(1) mutatii ale carcasei virale;

(i1) modificarea glicozildrii virale;

(iii) modificarea, care stimuleaza raspunsul celulelor T;

(iv) modificarea, care inhiba imunosupresia;

(v) modificarea, care imbundititeste raspandirea si activitatea virusului.

in exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV continind o
modificare a glicozildrii virale si una sau mai multe dintre urmitoarele modificari, cum este descris
in subcapitolele de mai sus:

(1) mutatiile virale ale carcasei virale;

(i1) modificarea, care stimuleaza rdspunsul celulelor T;

(iii) modificarea, care inhibd imunosupresia; si/sau

(iv) modificarea, care imbundititeste rdspandirea si activitatea virusului.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda si include sau poartd, sau contine una sau mai multe dintre urmitoarele modificiri, cum este
descris in subcapitolele de mai sus:

(1) mutatiile virale ale carcasei virale;

(i1) modificarea, care stimuleaza rdspunsul celulelor T;

(ii1) modificarea, care inhibd imunosupresia; si/sau

(iv) modificarea, care imbundititeste rdspandirea si activitatea virusului.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 4748 C1 2021.09.30

13

in exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la VV care manifesti o
glicozilare redusd (de exemplu, sialilare) in raport cu virusul nemodificat si care include sau
poartd, sau contine una sau mai multe dintre urmitoarcle modificdri, cum este descris in
subcapitolele de mai sus:

(1) mutatiile virale ale carcasei virale;

(i1) modificarea, care stimuleaza rdspunsul celulelor T;

(iii) modificarea, care inhibd imunosupresia; si/sau

(iv) modificarea, care imbundititeste rdspandirea si activitatea virusului.

In variantele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV care este tratat cu un
agent, care reduce nivelul de glicozilare, inainte de administrare la o gazda sau care intr-un alt mod
reduce glicozilarea in raport cu virusul nemodificat.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la V'V, care este tratat cu
sialidaza 1nainte de administrare la 0 gazda sau care intr-un alt mod poseda o cantitate redusd de
reziduuri ale acidului sialic, in raport cu virusul nemodificat.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la VV, care include sau
poart, sau contine un acid nucleic care codificd TRIF.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV, care include sau
poartd, sau contine un acid nucleic, care codificd un antagonist al PGE2 (de exemplu, 15-PGDH
sau HPGD).

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV, care contine una
sau mai multe modificiri, care imbundtitesc rdspandirea si activitatea virusului, selectate din
grupul de mutatii A34R Lys151 pani la Glu; deletia totald sau partiald a B5R; mutatia/deletia
A36R si/sau mutatia/deletia AS6R.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV, care contine una
sau citeva modificiri ale carcasei virusului selectate din grupul de mutatii, care reduc expresia IL-
18BP functionald (de exemplu, deletia C12L), deletia B8R, deletia B18R, deletia A35R, sau o
combinatie a acestora.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la V'V, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare inainte de administrare 1a o gazda sau care intr-un alt
mod posedd o glicozilare redusd, in raport cu virusul nemodificat si include suplimentar sau
poartd, sau contine un acid nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional al acestuia.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la V'V, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod posedi o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si include suplimentar sau poartd, sau contine un acid nucleic care codifici
un antagonist al PGE2 (de exemplu, 15-PGDH sau HPGD).

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la V'V, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod posedi o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si include suplimentar sau poartd, sau contine un acid nucleic care codifici
TRIF sau un domeniu functional al acestuia si/sau un acid nucleic care codificd un antagonist al
PGE2 (de exemplu, 15-PGDH sau HPGD),

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la V'V, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod posedi o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si contine suplimentar una sau mai multe modificiri care imbunatitesc
raspandirea si activitatea virusului, selectate din grupul de mutatii A34R Lys151 pani la Glu;
deletia completd sau partiald BSR; mutatia/deletia A36R si/sau mutatia/deletia AS6R. In anumite
realizdri prezenta inventie se referd la VV deglicozilat, care contine deletia totald sau partiald a
B5R.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la V'V, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod poseda o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si contine suplimentar una sau mai multe modificiri ale carcasei virusului,
selectate din grupul de mutatii, care reduc expresia IL-18BP functionale (de exemplu, deletia
C12L), deletia B8R, deletia BISR, deletia A35R, sau o combinatic a acestora. In anumite realiziri
prezenta inventie se referd la VV deglicozilat, care cuprinde deletia C12L.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la V'V, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
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gazda sau care intr-un alt mod posedi o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si contine suplimentar una sau mai multe modificari ale carcasei virusului,
selectate din grupul de mutatii, care reduc expresia IL-18BP functionale (de exemplu, deletia
C12L), deletia B8R, deletia B18R, deletia A35R, sau o combinatic a acestora, si contine
suplimentar una sau mai multe modificiri care imbundititesc rispandirea si activitatea virusului,
selectate din grupul de mutatii A34R Lys151 pand la Glu; deletia completd sau partiald B5R;
mutatia/deletia A36R si/sau mutatia/deletia A56R. In anumite realiziri prezenta inventie se referd
la VV deglicozilat, care contine deletia C12L si deletia BSR.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la V'V, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod posedi o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si include suplimentar sau poartd, sau contine un acid nucleic care codifici
TRIF sau un domeniu functional al acestuia si contine suplimentar una sau mai multe modificiri
ale carcasei virusului, selectate din grupul de mutatii, care reduc expresia IL-18BP functionale (de
exemplu, deletia C12L), deletia B8R, deletia B18R, deletia A35R, sau o combinatie a acestora. In
anumite variante, virusul contine deletia C12L.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la V'V, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod posedi o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si include suplimentar sau poartd, sau contine un acid nucleic care codifici
un antagonist al PGE2 (de exemplu, 15-PGDH sau HPGD) si contine suplimentar una sau mai
multe modificari ale carcasei virusului, selectate din grupul de mutatii, care reduc expresia IL-
18BP functionale (de exemplu, deletia C12L), deletia B8R, deletia B18R, deletia A35R, sau o
combinatie a acestora.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la TK-VV, care este tratat
cu un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod poseda o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si include suplimentar sau poartd, sau contine un acid nucleic care codifici
TRIF sau un domeniu functional al acestuia si un acid nucleic care codificd un antagonist al PGE2
(de exemplu, 15-PGDH sau HPGD), si contine suplimentar una sau mai multe modificiri ale
carcasei virusului, selectate din grupul de mutatii, care reduc expresia IL-18BP functionale (de
exemplu, deletia C12L), deletia B8R, deletia B18R, deletia A35R, sau o combinatic a acestora.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la V'V, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod poseda o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si include suplimentar sau poartd, sau contine un acid nucleic care codifici
TRIF sau un domeniu functional al acestuia si contine suplimentar una sau mai multe modificiri
care imbunatitesc raspandirea si activitatea virusului, selectate din grupul de mutatii A34R Lys151
panad la Glu; deletia completd sau partiald B5SR; mutatia/deletia A36R si/sau mutatia/deletia AS6R.

in exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV, care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod posedi o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si include suplimentar sau poartd, sau contine un acid nucleic care codifici
un antagonist al PGE2 (de exemplu, 15-PGDH sau HPGD) si contine suplimentar una sau mai
multe modificiri care Tmbunititesc raspandirea si activitatea virusului, selectate din grupul de
mutatii A34R Lys151 pand la Glu; deletia completa sau partiald B5R; mutatia/deletia A36R si/sau
mutatia/deletia AS6R.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod posedi o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si include suplimentar sau poartd, sau contine un acid nucleic care codifici
TRIF sau un domeniu functional al acestuia si un acid nucleic care codificd un antagonist al PGE2
(de exemplu, 15-PGDH sau HPGD), si contine suplimentar una sau mai multe modificiri care
imbundtitesc rdspandirea §i activitatea virusului, selectate din grupul de mutatii A34R Lys151
panad la Glu; deletia completd sau partiald B5SR; mutatia/deletia A36R si/sau mutatia/deletia AS6R.

in exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV care este tratat cu
un agent care reduce nivelul de glicozilare (de exemplu, sialilarea) inainte de administrare la o
gazda sau care intr-un alt mod posedi o glicozilare redusa (de exemplu, sialilare redusd), in raport
cu virusul nemodificat si include suplimentar sau poartd, sau contine un acid nucleic care codifici
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TRIF sau un domeniu functional al acestuia si un acid nucleic care codificd un antagonist al PGE2
(de exemplu, 15-PGDH sau HPGD), si contine suplimentar una sau mai multe modificiri care
imbundtitesc rdspandirea §i activitatea virusului, selectate din grupul de mutatii A34R Lys151
pand la Glu; deletia completd sau partialda BSR; mutatia/deletia A36R si/sau mutatia/deletia AS6R
si contine una sau mai multe modificdri ale carcasei virusului, selectate din grupul de mutatii, care
reduc expresia IL-18BP functionale (de exemplu, deletia C12L), deletia B8R, deletia BI8R,
deletia A35R, sau o combinatie a acestora. in anumite variante VV poate contine deletia C12L si
deletia BSR.

Modificdrile descrise mai sus pot fi produse intr-un VV (virus al vaccinului variolic), care
este cunoscut in domeniu. Exemple nelimitative include: tulpina Western Reserve, tulpina
Copenhagen; tulpina Wyeth (NYCBOH); tulpina Tian Tian sau tulpina USSR. Tulpina de bazi
VV modificati, cum este indicat in prezentul context, poate cuprinde in sine una sau mai multe
mutatii, comparativ cu tulpina initiald, de exemplu, dar fird a se limita la acestea, una sau mai
multe dintre urmétoarele: deletia in TK (adici, notati aici ca "TK-" ); deletia in VGF; deletia SPI-1
si/sau deletia SPI-2.

In anumite realiziri nelimitative prezenta inventic se referd la VV cu urmitoarele
modificari:

(1) invelisul cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in raport cu un virus
nemodificat;

(i) acidul nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional al acestuia si/sau

(iii) acidul nucleic care codificd 15-PGDH, sau un domeniu functional al acestuia.

in exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la VV cu urmitoarele
modificari:

(1) invelisul cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in raport cu un virus
nemodificat;

(i) acidul nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional al acestuia;

(iii) acidul nucleic care codificd 15-PGDH, sau un domeniu functional al acestuia si/sau

(iv) deletia C12L.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV cu urmitoarele
modificari:

(1) invelisul cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in raport cu un virus
nemodificat;

(i) acidul nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional al acestuia;

(ii1) acidul nucleic care codifici 15-PGDH, sau un domeniu functional al acestuia;

(iv) deletia C12L; si/sau

(v) deletia BSR.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la VV cu urmitoarele
modificari:

(1) deletia TK;

(i1) invelisul cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in raport cu un virus
nemodificat;

(iii) acidul nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional al acestuia; si/sau

(iv) acidul nucleic care codificd 15-PGDH, sau un domeniu functional al acestuia.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventie se referd la VV cu urméitoarele
modificari:

(1) deletia TK;

(i1) invelisul cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in raport cu un virus
nemodificat;

(iii) acidul nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional al acestuia;

(iv) acidul nucleic care codificd 15-PGDH, sau un domeniu functional al acestuia; si/sau

(v) deletia C12L.

In exemplele de realizare nelimitative prezenta inventic se referd la VV cu urmitoarele
modificari:

(1) deletia TK;

(i1) invelisul cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in raport cu un virus
nemodificat;

(iii) acidul nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional al acestuia;

(iv) acidul nucleic care codificd 15-PGDH, sau un domeniu functional al acestuia;

(v) deletia C12L; si/sau
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(vi) deletia B5R.

Metode de tratament.

Prezenta inventic se referd la o metodd de reducere a cresterii celulelor de cancer, care
prevede administrarea in celula de cancer a pacientului, a unei cantititi eficiente de VV
imunooncolitic, cum este descris mai sus. Reducerea cresterii unei celule de cancer se poate
manifesta, de exemplu, prin moartea celulelor sau o ratd mai lentd de replicare sau o rati de
crestere redusd a tumorii, care contine celule tumorale, sau o supravietuire prelungiti a pacientului,
care contine celulele canceroase.

"Subiect" sau "pacient”, cum este utilizat interschimbabil aici, se referd la un om sau un
subiect ncuman. Exemplele nelimitative de subiecti neumani includ: primate neumane, ciini,
pisici, soareci, sobolani, porci de Guineea, iepuri, porci, giini, cai, vaci, capre, oi, etc.

Prezenta inventie se referd la o metoda de reducere a cresterii unei tumori care prevede
administrarea n tumoare a unei cantititi eficiente de VV imunooncolitic, cum este descris mai sus.
Reducerea cresterii unei tumori s¢ poate manifesta, de exemplu, prin rata de crestere redusi sau o
supravietuire prelungiti a unui subiect care contine o tumoare.

Prezenta inventie se referd la o metodd de tratare a unui pacient, care are o tumoare
malignd, care prevede administrarea la subiect, a unei cantitti eficiente de VV imunooncolitic,
cum este descris mai sus.

"Cantitate eficientd" intr-o astfel de metodd include o cantitate, care reduce rata de crestere
sau rispandirea cancerului sau care prelungeste supravietuirea pacientului. in anumite forme de
realizare o cantitate eficientd poate include o cantitate, care este suficientd pentru a produce un
efect anticanceros la un pacient.

"Efectul anticanceros”, cum este utilizat aici, se referd la una sau cateva dintre reducerea
agregarii masei de celule canceroase, reducerea ratei de crestere a celulelor de cancer, reducerea
proliferdrii celulelor canceroase, reducerea masei tumorale, reducerea volumului tumorii,
reducerea proliferdrii celulelor tumorale, reducerea ratei de crestere a tumorii si/sau reducerca
metastazelor tumorii.

In anumite realiziri prezenta inventic se referi la o metodd de producere a unui efect
anticanceros la un pacient care are o tumoare malignd, care prevede administrarea la subiect a unei
cantititi eficiente de VV imunooncolitic, cum este descris mai sus.

In exemplele de realizare concrete nelimitative cantitatea de VV administrati (de exemplu,
doza) poate varia intre circa 10° si 10! unititi formatoare de plici (PFU) sau intre aproximativ 10°
si 10'° PFU, sau intre aproximativ 10° i 10® PFU, sau intre aproximativ 10° i 10'! PFU, sau intre
aproximativ 10® si 10!! PFU (Thorne and Kirn. Nat. Rev. Cancer, vol. 9, 2009, p. 64-71). Este
necesar de mentionat, ci in prezentul context 10* este exprimat in mod alternativ ca 1eX. In
anumite variante de realizare virusul oncolitic poate fi administrat intr-o singurd doza sau poate fi
administrat in doze multiple. [n anumite variante, in care virusul se administreazi in doze multiple,
dozele pot fi administrate consecutiv, de exemplu, cu intervale zilnice, sdptimanale sau lunare, sau
pentru satisfacerea unei necesitdti concrete a subiectului.

In anumite variante de realizare a prezentei inventii virusul imunooncolitic poate fi
administrat intr-o compozitie farmaceuticd, in care virusul este prezent Intr-o cantitate eficienta si
in combinatie cu un purtitor farmaceutic acceptabil.

"Farmaceutic acceptabil”, cum este utilizat aici, include orice purtitor care nu interferd cu
eficienta activitatii biologice a ingredientelor active si/sau care nu este toxic pentru pacientul, la
care se administreazd. Exemple nelimitative de purtitori farmaceutici adecvati include: solutii de
tampon salin-fosfat, apd, emulsii, cam ar fi emulsii ulei/apa, diferite tipuri de agenti de umectare si
solutii sterile. Alte exemple nelimitative de purtitori compatibili farmaceutic pot include: geluri,
materiale matrice bioadsorbabile, elemente de implantare cu continut de VV oncolitic sau orice alt
vehicul adecvat, agenti sau materiale de livrare sau de dispersare. Asemenea purtitori pot fi
formulati prin metode uzuale si pot fi administrati la subiect intr-o cantitate eficienta.

VV, conform prezentei inventii, pot fi produse prin metode cunoscute unui specialist in
domeniu. In anumite realiziri VV poate fi propagat in celule gazdi potrivite, izolat din celulele
gazda si depozitat in conditii care contribuic la stabilitatea si integritatea virusului, astfel incat
pierderea de infectivitate de-a lungul timpului este redusi la minimum. De exemplu, VV poate fi
pastrat prin congelare sau uscare, cum ar fi prin liofilizare. In anumite realiziri inainte de
administrare VV stocat poate fi reconstituit (dacd a fost uscat pentru pdstrare) si diluat intr-un
purtdtor farmaceutic acceptabil pentru administrare.

Virusul oncolitic poate fi administrat la pacient folosind metode standard de administrare.
In anumite variante nelimitative de realizare virusul oncolitic poate fi administrat sistemic. In mod
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alternativ sau suplimentar virusul oncolitic poate fi administrat prin injectare in regiunea
cancerului, de exemplu, in locul tumorii. In calitate de exemple nerestrictive, calea de administrare
poate reprezenta o administrare prin inhalare, intranazald, intravenoasd, intraarteriald, intratecala,
intratumorald, intraperitoneald, intramusculard, subcutanati, topicd, intradermicd, localad-regionald,
orali sau o combinatic a acestora. In anumite variante de realizare virusul oncolitic poate fi
administrat pacientului dintr-o sursi implantati in corpul pacientului. In anumite variante de
realizare a prezentei inventii administrarea virusului oncolitic poate avea loc prin infuzie continua
pentru o anumiti perioada de timp selectati. In anumite realiziri compozitiile farmaceutice pot fi
administrate direct in locul unei tumori, de exemplu, prin injectare directd intratumorala.

Cancerele, care pot fi tratate prin terapie cu VV imunooncolitic, includ, dar nefiind
exhaustive, adenocarcinom, osteosarcom, carcinom de col uterin, melanom, carcinom
hepatocelular, cancer mamar, cancer pulmonar, cancer de prostatd, cancer ovarian, leucemie,
limfom, cancer renal, cancer pancreatic, cancer gastric, carcinom de colon, cancer duodenal,
glioblastom multiform, astrocitom si sarcom.

In anumite variante de realizare a prezentei inventii tratamentul cu utilizarea VV
imunooncolitic, cum este descris mai sus, poate fi utilizat separat sau in combinatie cu unul sau
mai multi agenti anti-cancer. "Agent anti-cancer" cum este utilizat aici, poate fi orice molecula,
compus, substantd chimici sau compozitie, care exercitd un efect anticanceros. Agentii anti-cancer
includ, dar nefiind exhaustivi, agenti chimioterapeutici, agenti radioterapeutici, citokine, inhibitori
ai punctelor de control imune, agenti antiangiogeni, agenti care induc apoptoza, anticorpi anti-
cancer si/sau agenti impotriva kinazelor ciclin-dependente.

In anumite variante de realizare a prezentei inventii tratamentul cu utilizarea VV
imunooncolitic poate fi utilizat solitar sau in combinatic cu unul sau citiva agenti
imunomodulatori. Un agent imunomodulator poate include orice compus, moleculd sau substantd
capabili de a suprima imunitatea antivirala asociati cu o tumoare sau cu cancer. In anumite
realizdri ale prezentei inventii agentul imunomodulator este capabil sd suprime imunitatca
inndscutd si/sau imunitatea adaptivd impotriva virusului oncolitic. Exemplele nelimitative de
agenti imunomodulatori include: anticorpi anti-CD33 sau o regiune variabild a acestuia, un
anticorp anti-CD11b sau regiune variabili a acestuia, un inhibitor al COX2, de exemplu,
celecoxib, citokine, cum ar fi IL-12, GM-CSF, IL-2, IFNPJ si IFNy si chemokine, cum ar fi MIP-
1, MCP-1 si IL-8. In anumite realiziri agentul imunomodulator include inhibitori ai punctelor de
control ale sistemului imun, cum ar fi, dar nefiind exhaustive, anti-CTLA4, anti-PD-1, anti-PDL1
si agonisti ai TLR (de exemplu, poli 1:C).

"In combinatie cu", cum este utilizat aici, inseamni ci VV imunooncolitic si unul sau
cAtiva agenti sunt administrati la un subiect ca parte a unui regim sau a unui plan de tratament. in
anumite realizdri ale prezentei inventii utilizarea in combinatie nu impune ca VV imunooncolitic si
unul sau mai multi agenti sd fic combinati fizic inainte de administrare sau ca acestia si fie
administrati in aceleasi intervale de timp. In calitate de exemplu nerestrictiv, VV imunooncolitic si
unul sau mai multi agenti pot fi administrati concomitent la subiectul care este tratat, sau pot fi
administrati simultan sau consecutiv in orice ordine sau in diferite momente temporale.

In anumite realiziri ale prezentei inventii o metodi de tratare a unui subiect care are un
cancer include administrareca la subiect a unei cantititi eficiente de VV imunooncolitic care
contine: (i) un invelis cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in raport cu un virus
nemodificat; (ii) un acid nucleic care codifici TRIF sau un domeniu functional al acestuia si (iii)
un acid nucleic care codificd 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia.

In anumite realiziri ale prezentei inventii o metodi de tratare a unui subiect care are un
cancer include administrarea la subiect a unei cantititi eficiente de VV imunooncolitic care
contine: (i) un invelis cu glicozilare redusi (de exemplu, sialilare redusd) in raport cu un virus
nemodificat; (ii) un acid nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional al acestuia; (iii) un
acid nucleic care codifici 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia si (iv) o deletie C12L.

In anumite realiziri ale prezentei inventii o metodi de tratare a unui subiect care are un
cancer include administrarea la subiect a unei cantititi eficiente de VV imunooncolitic care
contine: (i) un invelis cu glicozilare redusi (de exemplu, sialilare redusd) in raport cu un virus
nemodificat; (ii) un acid nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional al acestuia; (iii) un
acid nucleic care codificd 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia; (iv) o deletie C12L si
(v) o deletie B5R.

In anumite realiziri ale prezentei inventii o metodi de tratare a unui subiect care are un
cancer include administrarea la subiect a unei cantititi eficiente de VV imunooncolitic care
contine: (i) o deletic TK; (ii) un invelis cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in
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raport cu un virus nemodificat; (iii) un acid nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional
al acestuia; (iv) un acid nucleic care codificd 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia.

In anumite realiziri ale prezentei inventii o metodi de tratare a unui subiect care are un
cancer include administrarea la subiect a unei cantititi eficiente de VV imunooncolitic care
contine: (i) o deletic TK; (ii) un invelis cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in
raport cu un virus nemodificat; (iii) un acid nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional
al acestuia; (iv) un acid nucleic care codificd 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia si
(v) o deletie C12L.

In anumite realiziri ale prezentei inventii o metodi de tratare a unui subiect care are un
cancer include administrarea la subiect a unei cantititi eficiente de VV imunooncolitic care
contine: (i) o deletic TK; (ii) un invelis cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in
raport cu un virus nemodificat; (iii) un acid nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional
al acestuia; (iv) un acid nucleic care codificd 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia; (v)
o deletie C12L si (vi) o deletic BSR.

In anumite variante de realizare a prezentei inventii metodele pot include aditional
administrarea la subiect a unei cantititi eficiente din unul sau mai multi agenti. In calitate de
exemplu nerestrictiv, agentul poate fi un agent anticanceros si/sau un agent imunomodulator, cum
este descris mai sus.

Kituri.

Prezenta inventie aditional se referd la kituri care furnizeazd VV imunooncolitic, cum este
descris mai sus. In anumite realiziri un kit, conform prezentei inventii, poate include VV
imunooncolitic sau 0 compozitie farmaceutici care contine VV imunooncolitic, cum este descris
mai sus. In anumite realiziri un kit, conform prezentei inventii, poate include unul sau mai multe
componente, cum ar fi instructiunile de utilizare, dispozitive si reagenti suplimentari si
componente, cum ar fi eprubete, containere §i seringi pentru realizarea metodelor descrise mai sus.
In anumite realiziri un kit, conform prezentei inventii, poate include unul sau mai multi agenti, de
exemplu, agenti anticancer si/sau agenti imunomodulatori, care poate fi administrati in combinatie
cu un VV imunooncolitic.

In variante concrete de realizare un kit, conform prezentei inventii, poate include
instructiuni de utilizare, un dispozitiv pentru administrarea VV imunooncolitic 1a un subiect sau un
dispozitiv pentru administrarea unui agent sau compus aditional la un subiect. In calitate de
exemple nerestrictive instructiunile pot include o descriere a VV imunooncolitic i, in mod
optional, alte componente incluse in kit, precum si metodele de administrare, inclusiv metodele de
determinare a stirii corespunzitoare a subiectului, doza corectd necesard si metoda de administrare
potrivitd pentru administrarea VV imunooncolitic. Instructiunile pot include, de asemenea,
indrumdri pentru monitorizarea pacientului pe durata perioadei de tratament.

in variante concrete de realizare un kit, conform prezentei inventii, poate include un
dispozitiv pentru administrarea VV imunooncolitic la un pacient. Oricare din multitudinea de
dispozitive cunoscute in domeniu pentru administrarea medicamentelor i compozitiilor
farmaceutice pot fi incluse in kiturile prezentei inventii. in calitate de exemple nerestrictive
asemenea dispozitive includ un ac hipodermic, un ac pentru administrare intravenoasd, un cateter,
un dispozitiv de injectare fird ac, un inhalator si un distribuitor de lichid, cum ar fi o pipeti. In
anumite realizari ale prezentei inventii VV imunooncolitic pentru administrare sistemicd, de
exemplu, prin injectare intravenoasd, in kit poate fi inclus un ac hipodermic si o seringa.

In anumite realiziri un kit, conform prezentei inventii, include o cantitate eficientd de VV
imunooncolitic, care contine: (i) un invelis cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in
raport cu un virus nemodificat; (ii) un acid nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional
al acestuia; (iii) un acid nucleic care codificd 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia.

In anumite realizari un kit, conform prezentei inventii, include o cantitate eficientd de VV
imunooncolitic, care contine: (i) un invelis cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in
raport cu un virus nemodificat; (ii) un acid nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional
al acestuia; (iii) un acid nucleic care codifici 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia si
(iv) o deletie C 12L.

In anumite realizari un kit, conform prezentei inventii, include o cantitate eficientd de VV
imunooncolitic, care contine: (i) un invelis cu glicozilare redusd (de exemplu, sialilare redusd) in
raport cu un virus nemodificat; (ii) un acid nucleic care codificd TRIF sau un domeniu functional
al acestuia; (iii) un acid nucleic care codificd 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia; (iv)
o deletiec C12L si (v) o deletie BSR.
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In anumite realizari un kit, conform prezentei inventii, include o cantitate eficientd de VV
imunooncolitic, care contine: (i) o deletic TK; (ii) un invelis cu glicozilare redusi (de exemplu,
sialilare redusd) in raport cu un virus nemodificat; (iii) un acid nucleic care codifici TRIF sau un
domeniu functional al acestuia; (iv) un acid nucleic care codifici 15-PGDH sau un domeniu
functional al acestuia.

In anumite realizari un kit, conform prezentei inventii, include o cantitate eficientd de VV
imunooncolitic, care contine: (i) o deletic TK; (ii) un invelis cu glicozilare redusa (de exemplu,
sialilare redusd) in raport cu un virus nemodificat; (iii) un acid nucleic care codifici TRIF sau un
domeniu functional al acestuia; (iv) un acid nucleic care codifici 15-PGDH sau un domeniu
functional al acestuia si (v) o deletie C12L.

In anumite realizari un kit, conform prezentei inventii, include o cantitate eficientd de VV
imunooncolitic, care contine: (i) o deletic TK; (ii) un invelis cu glicozilare redusi (de exemplu,
sialilare redusd) in raport cu un virus nemodificat; (iii) un acid nucleic care codifici TRIF sau un
domeniu functional al acestuia; (iv) un acid nucleic care codifici 15-PGDH sau un domeniu
functional al acestuia; (v) o deletie C12L si (vi) o deletie B5SR.

Urmatoarele exemple sunt prezentate pentru a ilustra mai complet descrierea, dar ele nu
trebuie considerate ca o limitare a volumului inventiei.

Exemplul 1: Efectul mutatiei carcasei C12L.

Virusul vaccinului variolic cu timidinkinazi negativd ("TK-") Western Reserve (VV) a fost
modificat pentru deletia C12L. Tulpina de vaccin variolic Western Reserve a fost furnizata de la
BEI Resources (Manassas, VA) si toate virusurile de vaccin variolic recombinate utilizate sau
construite au fost bazate pe aceastd tulpini.

Un virus mutant cu deletie cu lipsa a 40% din ORF C12L a fost construit folosind selectia
dominantd tranzitorie (Falkner & Moss. J. Virol,, vol. 64(6), 1990, p. 3108-3111). Celulele au fost
infectate cu virusul vaccinului variolic WR de tip silbatic si simultan transfectate cu o plasmida,
care contine regiunile 3' si 5' ale genei C 12L. Recombinarca a fost ldsatd sd se produci si s-a
utilizat un marker de selectie pentru a determina evenimentele de recombinare. Virusurile au fost
titrate prin analiza de formare a plicilor pe celule BSC-1, au fost izolate §i purificate cum s-a
descris anterior pentru utilizare in vivo (Sampath, P et al. Mol. Ther.,vol. 21, 2013, p. 620-628).

Soarecilor C37BL/6 purtitori de tumoare CMT-93 1i s-au administrat 5x10® unitigi
formatoare de placid ("PFU") fie de virus WR nemodificat, sau de virus care transportd deletia
C12L (WRACI12L). Pentru a testa specificitatea virusului pentru tumori, cantitatea de virus in
creier, ficat, pldman si tumoare a fost evaluatd peste 1, 3 si 10 zile dupa infectare. Rezultatele, in
fig. 1 A, arati cd, desi s-au gasit cantititi aproximativ echivalente de virusuri WR si WRACI12L in
ficat, plaman si in tumoare peste 1 zi dupd infectare, peste zece zile foarte putin virus WRAC12L a
fost detectat in tesutul netumoral, in raport cu cantitatea detectatd in tumoare, cu diferentd de
expresie in tumoare/extratumoral mult mai mica pentru virusul WR nemodificat.

Pentru a evalua efectul mutatiei C12L asupra supravietuirii, soarecii C57BL/6 (achizitionati
de 1a The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME), purtitori de tumori subcutanate CMT-93, au fost
tratati intravenos cu o dozi unici 1x10® PFU de virus WR sau WRAC12L si apoi monitorizati. In
timp ce toti soarecii care au primit virusul WR au murit inainte de 60 de zile dupi infectare, peste
70 de zile 50% din animale la care s-a administrat WRAC12L erau incd 1n viatad (fig. 1B).

Animalele in primul rand au fost imunizate cu WR sau cu WRACI12L si celulele T de la
acesti soareci (sau soarecii de control) au fost amestecate cu WR si nivelurile de producere de
IFN-y obtinute au fost determinate prin ELISA. Rezultatele sunt prezentate in fig. 1C si indica ca
deletia CI 2L conducea la 0 mai mare producere de CTL sau de splenocite producitoare de IFN-y.

Exemplul 2. Efectul tratérii prin deglicozilare.

Pentru a testa efectul modificarii glicozilarea proteinelor de suprafata virald, WR TK- VV,
glicanii N-legati si glicanii simpli O-legati, de exemplu, acidul sialic, au fost eliminati din invelisul
viral folosind sialidaza A (glicosialidaza A, Cod WS0042 ) sau un cocktail de N- si O-glicanaze si
sialidazd A (kitul pentru deglicozilarea enzimatica Glycopro, Cod produs: GK80110, Prozyme).
Metoda nedenaturantd de deglicozilare a unui virus reprezenta o colectare de (i) 20 pl de preparat
viral initial; (i) aditia a 17 pl de apad deionizata; (iii) aditia a 10 pl de tampon de reactie 5X; (iv)
aditia a 1 pl de fiecare dintre N-glicanaza, sialidaza A si O-glicanazi (sau orice enzimd, utilizati in
monoterapic cu 19 ul de apd deionizatd) si (v) incubarea la 37°C, timp de 16 ore Inainte de
utilizare. Deglicozilarea virusului a fost confirmati prin analizi Western blot (fig. 2A).

Efectul deglicozildrii asupra infectivitdtii virusului a fost evaluati in diferite linii de celule
tumorale murine, infectate cu TK- ("WR" sau "WR.TK-) sau cu versiunea lui deglicozilatd ("TK-
deglic", "WR-deglic" si "DS WR.TK-") cu MOI 1. Liniile celulare HelLa (adenocarcinom de col
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uterin uman), Bsc-1 (celule de rinichi normale de la maimutd verde), 143B (osteosarcom uman),
CV-1 (fibroblaste de rinichi de maimutd verde), Renca (adenocarcinom renal murin) si 4T1
(cancer mamar murin) au fost obtinute de la American Type Culture Collection (Manassas, VA).
Celulele HEK293-mTLR2 au fost achizitionate de la InvivoGen (San Diego, CA). Liniile celulare
MC(C38 (adenocarcinom de colon murin) si MEF (fibroblaste embrionare murine) au fost, respectiv,
livrate de Dr. David Bartlett si Dr. Robert Sobol (University of Pittsburgh Cancer Center). Toate
liniile celulare au fost mentinute in medii de culturd recomandate continind 5...10% ser bovin fetal
si antibiotice la 37°C, 5% CO». Infectivitatea virald a fost determinatd prin analiza expresiei
genelor virale. Expresia genelor virale a fost misurati peste 3 ore dupa infectare prin imagistica
bioluminiscent a expresiei luciferazei in vitro. Pentru celulele cultivate s - au adidugat 10 pl de 30
mg/ml D-luciferind (GoldBio, St Louis, MO) la 1 ml de mediu de culturd. Dupd cum se observa in
fig. 2B, deglicozilarea invelisului virusului nu a avut un efect asupra infectivitatii virusului.

Efectul deglicozildrii asupra activirii TLR2 a fost evaluat intr-un sistem model, in care s-a
misurat activarea NF-k in celulele HEK293, construite pentru a exprima TLR2
(HEK293/mTLR?2) si transfectate cu pMFty, o plasmida reporter pentru transmiterca semnalului
TLR. pMFty (plasmida reporter pentru transmiterea semnalului TLR-luciferaza) a fost obtinutd din
InvivoGen si transfectatd in celulele HEK293/mTLR2 utilizind reactivul de transfectic FuGENE
HD (Promega, Madison, WI). Celulele HEK293/mTLR2 au fost infectate la MOI 1 cu WR sau
WR deglicozilat si activarea TLR2 a fost cuantificatd peste 24 de ore dupd infectare prin
imagisticd bioluminiscentd. Cum se aratd in fig. 2C, deglicozilarea virusului a condus la o activare
mai redusd a TLR2 in vitro, comparativ cu virusul, care nu a fost deglicozilat. Mai mult decat atat,
cum se¢ poate observa si in fig. 3A, virusul deglicozilat se asocia cu o activare TLR2 semnificativ
mai redusd, decat virusul WR.

Pentru virusul deglicozilat s-a constatat, de asemenea, 0 mai mare absorbtie de citre tumori.
Pentru aceste experimente gena luciferazei sub controlul promotorului pSE/L al virusului sintetic
al vaccinului variolic (Chakrabarti et. Al. Biotechniques, no 23, 1997, p. 1094-1097) a fost
incorporatd in virusul vaccinului variolic WR.TK- sau DS WR.TK- ("WR.TK-Luc+" si "DS
WR.TK-Luct+", respectiv) si s-a introdus intravenos la soarecii BALB/c (achizitionate de la The
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME)) purtitori de tumori subcutanate 4T1. Expresia genelor
virale in tumori poate fi misuratd prin imagistica bioluminescenta a expresiei luciferazei in vivo.
Pentru modelele pe animale o dozi de 4.5 mg de D-luciferini a fost injectatd intraperitoneal
soarecilor inainte de obtinerea imaginilor. Modelele IVIS 2000 (PerkinElmer, Waltham, MA) au
fost utilizate pentru obtinerea imaginilor si imaginile au fost analizate cu software Livinglmage
(PerkinElmer).

In fig. 3B se arati ci peste 24 de ore dupi infectare expresia virusului DS WR.TK-Luc+ a
fost semnificativ mai inaltd in tumori, in raport cu echivalentul lui glicozilat. Aceastd diferentd de
absorbtic nu a fost observatd in tesuturile netumorale. In fig. 3C se arati ci infectia cu virusul
desializat conduce la un volum mai mic al tumorii. In plus, soarecii BALB/c cu xenogrefe
subcutanate de celule Renca (adenocarcinom renal murin) au fost randomizati si injectati cu o
singurd doza intravenoasd de 1x108 PFU per soarece de virus TK- sau TK- deglicozilat. Cinetica
expresiei genelor virale in interiorul tumorii a fost monitorizatd prin imagistica bioluminescenti
pentru expresia luciferazei virale. Cum se aratd in fig. 2E, deglicozilarea invelisului viral a
amplificat expresia genelor in tumori in vivo.

Efectul deglicozilirii virusului asupra prezentei limfocitelor pSTAT1-pSTAT3+ a fost
analizat la soarecii C57BL/6, injectati intravenos cu 1x107 PFU de virus WR sau WR deglicozilat.
Splinele au fost recoltate de la soarecii C57BL/6 peste 1 ord dupd injectarea virusurilor mentionate
si splenocitele au fost izolate, fixate in 1,6% PFA si permeabilizate cu metanol. Analizele
imunocolordrii intracelulare bicolore au fost realizate utilizind citometrul de flux LSRFortessa
(BD Biosciences, San Jose, California). Splenocitele au fost colorate folosind anticorpii
PacificBlue anti-PSTAT1 murini si anticorpii AlexaFluor647 anti-pSTAT3+ murini (BD
Biosciences). Procentul de limfocite pSTAT1-pSTAT3+ a fost determinat prin citometrie in flux,
PBS si PAM(3)CSK(4) fiind utilizati in calitate de control. In fig. 2D se arati ci fosforilarea
STAT3 a fost epuizatd in limfocitele splenice de la soarecii injectati cu virusul deglicozilat al
vaccinului variolic.

Pentru a determina raspunsul imun Impotriva virusului in vivo, s-au efectuat analize ale
anticorpilor neutralizanti. Succint, serul cu continut de anticorp a fost obtinut de la soarecii tratati,
cum este indicat, in zina 14 dupd injectarea virusului si dilutiile in serie de ser (incepand de la
1/20) au fost utilizate pentru a neutraliza 1000 PFU de virus TK-al vaccinului variolic. 2x10*
celule HelLa au fost placate in fiecare godeu pe o placd cu 96 godeuri si infectate cu amestec de
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ser-virus. In ziua 4 postinfectare plicile au fost spilate cu PBS si absorbanta a fost cuantificati
dupd colorarea culturilor folosind un kit pentru analiza neradioactivd a proliferdrii celulare
(Promega, Madison, WI). Valorile IC50 (dilutia serului, necesard pentru neutralizarea virusului
vaccinului variolic, capabild sd inducd 50% de inhibare a celulelor) au fost estimate din curbele
doz3a-rdspuns prin regresie neliniard standard folosind o ecuatie Hill adaptatd. Cum este prezentat
in fig. 3D, cantitatea de anticorpi neutralizanti impotriva virusului este mai mare la soarecii
C57BL/6 de tip silbatic, comparativ cu soarecii care poartd o mutatie knock-out TLR2. Respectiv,
o activare inferioard TLR2 poate fi asociatd cu producere mai redusd de anticorpi anti-virus si un
raspuns imbundtatit antitumoral.

Exemplul 3. Efectul expresiei TRIF.

Acidul nucleic, care codifici TRIF murin, a fost introdus in virusul WR.TK- si a fost
evaluat efectul asupra celulelor T. TRIF a fost exprimat din locusul timidinkinazei, exprimat din
promotorul timpuriv/tardiv p7.5 al virusului vaccinului variolic ("TK-TRIF" sau "WR.TK-.TRIF";
fig. 4A). S-a obtinut virusul A WR.TK-, care contine acidul nucleic, care codificA DAI murin
(DLM-1/ZBP1), exprimat cu p7.5, si clonat in locusul genei timidinkinazei virale ("TK-DAI"; fig.
4A).

ELISA a fost realizati pentru a confirma exprimarea TRIF din virusul TK-TRIF (fig. 4B).
Pentru ELISA, kitul pentru ELISA TRIF a fost utilizat pentru a determina concentratia de TRIF in
supernatant sau in extractele celulare din celule infectate 1a un MOI 1 (PFU/celuld) de TK-TRIF.
Cum este prezentat in fig. 4B, virusul TK-TRIF exprima in mod specific TRIF, comparativ cu TK-
. Western blotingul a fost folosit pentru a confirma expresia DAI din virusul TK-DAI (fig. 4C).
Pentru analiza Western blotting, culturile de celule au fost cultivate in plici cu 6 godeuri si
infectate 1a MOI 5 (PFU/celuld) si peste 24 de ore dupd infectie extractele de proteind din celulele
integre au fost incubate in tampon pentru 1izd celulard (Cell Signaling Technology Inc, Danvers,
MA), timp de 1 ord 1a 4°C. Mostrele transparente (15 pg/bandd) au fost separate cu SDS-PAGE in
10% gel si transferate pe 0 membrand de nitroceluloza. Proteina DAI murind a fost detectata prin
imunoblottingul membranelor folosind un anticorp primar policlonal anti-DAI (iepure, Abcam,
Cambridge, MA) si un anticorp policlonal anti-iepure conjugat cu HRP (capra, Thermo Scientific,
Waltham, MA). Un anticorp monoclonal de soarece anti-f actind (SantaCruz Biotechnologies,
Santa Cruz, CA) si un anticorp anti-soarece conjugat cu peroxidaza (caprd, Thermo Scientific) au
fost utilizate pentru imunoblottingul B-actinei in calitate de control de incircare. Cum este
prezentat in fig. 4C, virusul TK-DAI a exprimat in mod specific DAI, comparativ cu TK-.

Cum se aratd in fig. 5 A, expresia TRIF a condus la o crestere a producerii de interferon de
tip I de limfocite in vitro. Exprimarea TRIF amplifica, de asemenea, producerea de CTL in vivo,
cum se aratd prin analiza ELISpot (fig. 5B). Pentru testele ELISpot, splenocitele au fost preparate
de la soareci. Splenocitele au fost amestecate cu celule tumorale sau splenocitele, anterior infectate
cu virusul inactivat cu UV al vaccinului variolic la un raport de 5:1. Splenocitele native de la
fiecare soarece au fost utilizate in calitate de control. Pentru analize s-au folosit plicile cu 96 de
godeuri de filtrare cu membrand (EMD Millipore, Billerica, MA), acoperite cu 15 ug/ml de
anticorp monoclonal anti-IFN-I" murin AN18 (Mabtech, Inc., Cincinnati, OH). Celulele au fost
mentinute timp de 48 ore 1la 37°C si petele au fost detectate folosind 1 pg/ml de anticorp biotinilat
anti-IFN-y, de soarece R4-6A2-biotind (Mabtech). Plicile au fost developate folosind un kit ABC
si un kit de substrat AEC pentru peroxidazd (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). Petele
specifice au fost numdrate si analizate folosind un analizator si software ImmunoSpot (CTL,
Shaker Heights, OH).

Analiza eliberarii citokinelor si chemokinelor in vitro si in vive peste 24 de ore de la
infectare cu TK-, TK-TRIF sau TK-DAI (MOI 1) a fost realizatd printr-un test Luminex. Pentru
supernatantele de culturd de celule, s-a utilizat un kit cu o placd 20-plex de citokine murine (5-
plex) de la Milipore (Billerica, MA) si un kit 2-plex pentru analiza proteinelor murine de la
Panomics (Redwood City, CA). Pentru lizatele tumorale, kitul cu placi de 20-plex de citokine
murine de la Invitrogen (Carlsbad, CA) s-a utilizat pentru determinarea concentratiilor in tumorile
recoltate in ziua 4 dupa administrarea virusului vaccinului variolic. Tumorile au fost omogenizate
utilizAnd eprubetele Lysing Matrix D si dispozitivul FastPrep-24. Asa cum se aratd in fig. 6A si C,
concentratiile de pIKKp, IL-6, IP-10, TNF-« si IF-p au crescut semnificativ dupd infectie cu TK-
TRIF, comparativ cu TK- in diferite linii de celule tumorale. in plus, soarecii BALB/c cu
xenogrefe subcutanate stabilite Renca, care au fost injectati cu o singurd dozi intravenoasa 1x10®
PFU per soarece de TK- sau TK-TRIF, au fost analizati pentru determinarea concentratiei
intratumorale de citokine si chemokine in vivo. Peste 4 zile de la injectare, tumorile au fost
recoltate si concentratia de diferite citokine si chemokine a fost determinati in lizatele tumorale
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prin Luminex sau ELISA. In fig. 6D se arati, ci concentratiile intratumorale de INF-y, IL-12, IP-
10, TNF-q, IL-13, GM-CSF si KC au crescut semnificativ ca raspuns la TK-TRIF, comparativ cu
TK-.

Activarea cdilor NF-kf} si IRF3 au fost analizate dupd infectare cu TK-TRIF si TK-DAL
Testele ELISA au fost utilizate pentru a determina concentratiile de pIKKf si IRF3 in extractele
citoplasmatice si nucleare, respectiv, de celulele 4T1 sau MEF, infectate cu TK-, TK-TRIF sau
TK-DAI la MOI 1. Asa cum se aratd in fig. 6A si B, TK-TRIF amplifica activarea ciilor de
semnalizare NF-«f3 si IRF3, cum s-a observat printr-o crestere a concentratiei de pIKKp si IRF3 la
exprimare peste 24 de ore de la infectare. In fig. 7A se arati, ci fosforilarea NF-kf a crescut ca
urmare a infectiei cu TK-TRIF si TK-DAI. Pentru HMGB1 si Hsp-70, care functioncaza ca
regulatori ai NF-xf3, de asemenea, este inregistratd expresie alteratd in urma infectiei cu TK-TRIF
(fig. 7B si 7C). Prezenta celulelor T helper CD4+ si celulelor T citotoxice CD8+ au fost analizate
dupi infectare cu TK-, TK-TRIF. Asa cum se aratd in fig. 7D si E, numirul de celule T citotoxice
si celule T helper a fost mai mare la soarecii infectati cu TK-TRIF.

Analiza activitdtii de replicare si antitumorale a TK-TRIF s-a realizat in diferite celule
tumorale murine. Diferite linii de celule tumorale au fost infectate cu MOI 1 si productia virusului
a fost masuratd prin analiza petelor ELISpot, asa cum este descris mai sus, la diferite intervale de
timp. Asa cum sc¢ aratd in fig. 8A, productia de virus atit TK-TIRF, cit si TK-DAI, a fost
semnificativ mai redusd in celulele RENCA rezistente, comparativ cu TK-, dar productia de virus
atat TK-TIRF, cét si TK-DAI in celulele MC38 si 4T 1a fost la niveluri similare cu TK- (a vedea de
asemenca si fig. 9A).

Analizele suplimentare ale expresiei virale in tumori si ale volumelor tumorilor au fost
realizate la soarecii BALB/c sau C57BL/6 implantati cu xenogrefe Renca sau MC38, respectiv, si
la soarecii BALB/c implantati cu xenogrefe 4T1. Soarecilor BALB/c sau C57BL/6 le-a fost
injectat PBS sau 1x10® PFU de TK-, TK-TRIF sau TK-DAI prin vena caudald. Pentru modelul
semiortotopic 4T1, 2x1(° celule 4T1 au fost implantate in stratul adipos al glandei mamare la
soarecii femele BALB/c. In fig. 8C se arati, ci expresia genelor virale TK-TRIF si TK-DALI a fost
la un nivel mai redus in tumorile din xenogrefe Renca sau MC38, implantate soarecilor BALB/c
sau C57BL/6, respectiv, comparativ cu expresia genelor virale ale TK-. In fig. 9C se aratd, ci
productia virala si expresia virald TK-DAI si TK-TRIF au fost mai reduse in tumori, comparativ
cu expresia virald pentru virusul TK- sau TK-, care exprimd GM-CSF ("TK-GMCSF"). Soarecii
BALB/c cu tumori RENCA, implantate subcutanat, au fost tratati i/v cu o doza 1x10% PFU imediat
ce tumorile atingeau 50...100 mm®. Virusurile utilizate reprezentau WR.TK- si WR. TK-TRIF+
(sau controlul cu PBS). Rispunsul tumoral ulterior a fost urmdrit prin misurare cu sublerul si o
reducere a cresterii tumorii a fost observatd la soarecii infectati cu TK-TRIF (fig. 5C si fig. 8D).
Un raspuns similar a fost observat la soarecii implantati cu tumori MC38 (fig. 8D) si tumori 4T1,
comparativ cu tumorile infectate cu TK-GMCSF (fig. 9D).

Citotoxicitatea virusului modificat, comparativ cu TK-, a fost determinatd prin efectuarea
analizei citotoxicititii. Testele de citotoxicitate au fost efectuate prin cultivarea 2x10* celule per
godeu in plici cu 96 de godeuri in DMEM cu 5% FBS. Celulele au fost infectate cu dilutii in serie,
incepand de la MOI 75 si, in ziua 4 postinfectare, plicile au fost spalate cu PBS si densitatea
optica a fost cuantificatd dupi colorarea culturilor folosind un kit pentru analiza neradioactivi a
proliferdrii celulare (Promega, Madison, WI). Valorile IC50 (PFU per celuld, necesard pentru a
produce o inhibare de 50%) au fost estimate din curbele dozd-rdspuns prin regresic neliniard
standard folosind o ecuatie Hill adaptati. in fig. 8B este prezentati citotoxicitatea comparativi a
TK-TRIF si TK-DAI in celulele, infectate cu virusurile mentionate in doze variind de 1a 750 pana
la 0,0025 PFU/celuld. Modificarea virusului TK- pentru expresia TRIF sau DAI nu a avut ca
rezultat o modificare a citotoxicititii, comparativ cu TK-. Determinarea numdrului de celule
apoptotice prin colorare cu anexind V, cum se aratd in fig. 9B, indicd, ci infectia celulelor Renca si
4T1 conducea la o crestere a numérului de celule apoptotice. Pentru evaluarea apoptozei/necrozei
liniilor celulare, celulele au fost infectate la MOI 1 cu virusurile mentionate si colorate folosind un
kit pentru detectia apoptozei cu anexind VFITC (Abcam, Cambridge, MA) peste 48 de ore dupa
infectare. Analizele au fost efectuate cu utilizarea citometrului de flux Accuri C6 (BD
Biosciences).

Experimentele au fost realizate pentru a determina influenta TK-TRIF asupra supravietuirii
soarecilor cu xenogrefe Renca sau MC38, comparativ cu soarecii tratati cu TK sau PBS. A fost
asigurat stabilirea xenogrefelor Renca sau MC38 la soarecii BALB/c sau C57BL/6, respectiv, si
au fost tratati cu o singurd dozi intravenoasi de 1x10% PFU de virusuri mentionate sau PBS. Asa
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cum se aratd in fig. 9E si F, TK-TRIF a imbundtitit semnificativ supravicetuirea, comparativ cu
tratamentul cu TK-.

Exemplul 4. Efectele expresiei combinate a TRIF si deglicozildrii.

Virusul TK-, modificat pentru a exprima TRIF, asa cum s-a discutat mai sus, a fost
deglicozilat ("TK-TRIF deglic") pentru a analiza efectul, care o astfel de combinatie ar exercita
asupra rdspunsurilor antitumorale celulare si eficacititii antitumorale a virusului.

Pentru a determina toxicitatea virusului, care exprimd TK-TRIF, a fost analizati masa
corporald a soarecilor BALB/c, injectati intravenos cu PBS in calitate de control sau 1x10% PFU
per soarece de TK-, TK-TRIF sau TK-TRIF deglicozilat. In fig. 10A se arati, ci soarecii injectati
cu TK- au prezentat o pierdere in greutate depdsind 10% in ziua 6 dupd injectarea virusului, in
timp ce soarecii la care s-a injectat TK-TRIF si TK-TRIF deglic- au prezentat un profil de greutate,
similar cu profilul soarecilor injectati cu PBS, ceea ce indicd cd TK-TRIF si TK-TRIF deglic sunt
mai putin toxice, decat TK-.

A fost analizatd expresia genelor virale TK-TRIF-deglic in vivo, comparativ cu TK- si TK-
TRIF. Tumorile RENCA au fost implantate la soareci BALB/c, si soarecii au fost injectati cu PBS
sau 1x10® PFU de TK-, TK-TRIF sau TK-TRIF deglic prin vena caudald. Expresia genelor virale a
fost determinata prin detectarea exprimdrii luciferazei virale din interiorul tumorilor, misurati la
punctele temporale indicate. In fig. 10B se arati, ci peste 24 de ore dupd infectare era prezenti o
expresie mai redusd a TK-TRIF si TK-TRIF deglic in tumori, comparativ cu TK-.

Experimentele au fost efectuate pentru a determina influenta TK-TRIF sau TK-TRIF deglic
asupra supravietuirii soarecilor cu xenogrefe Renca sau MC38, comparativ cu soarecii tratati cu
TK- sau PBS. A fost asiguratd stabilirea xenogrefelor Renca sau MC38 la soarecii BALB/c sau
C57BL/6, respectiv, si au fost tratati cu o singurd dozi intravenoasd de 1x10® PFU de virusuri
mentionate sau PBS. Dupd cum se aratd in fig. 10C si D, TK-TRIF si TK-TRIF deglic imbundtitea
semnificativ supravietuirea soarecilor, comparativ cu tratamentul cu TK-. De asemenea, TK-TRIF
deglic imbundtitea supravietuirea soarecilor cu tumori RENCA, comparativ cu tratarea cu TK-
GMCSF (fig. 10E).

Rispunsurile imune celulare la virusul vaccinului variolic si celulele tumorale au fost
evaluate prin analiza IFN-y ELISpot, asa cum este descris mai sus. in ziua 7 dupi administrarea
virusului, splinele au fost recoltate de la soarecii injectati intravenos cu 1x10® PFU de virusuri
mentionate sau cu PBS (soareci BALB/c purtitori de xenogrefe Renca) si s-a evaluat numdrul de
CTL, care recunosc virusul vaccinului variolic sau celulele Renca. in fig. 11A sc aratd, cd
deglicozilarea si exprimarca TRIF a condus la o crestere semnificativd a productiei de CTL, care
recunosc virusul vaccinului variolic, comparativ cu unele modificiri aparte, de exemplu, TK-TRIF
sau TK-deglic. In particular, virusul deglicozilat care exprimi TRIF a condus la o crestere a
productici CTL, care depdsea cresterca productiei CTL, observatd pentru modificirile individuale.
In plus, in. fig. 11B sc aratd, ci deglicozilarea si exprimarea TRIF a condus la o crestere a
cantititii de productic a CTL, care recunoaste celulele Renca in vivo, comparativ numai cu
modificarile aparte, de exemplu, TK-TRIF sau TK-deglic.

Analiza neutralizdrii s-a realizat pentru a determina nivelurile circulante de anticorpi anti-
virus de vaccin variolic la soarecii injectati cu 1x10® PFU de TK-, TK-TRIF sau TK-TRIF
deglicozilat. Titrurile de Nabs au fost determinate dupd cea mai mare dilutie a serului, care a
condus la o inhibare a infectiei de cel putin 50%. In fig. 11C se aratd, ci cantitatea de anticorpi de
neutralizare este mai mare la soarecii C57BL/6 in tip silbatic, infectati cu TK-, comparativ cu
soarecii infectati cu TK-TRIF, TK-deglic sau TK-TRIF-deglic. Pentru soarecii, infectati cu TK-
TRIF-deglic, s-a constatat cea mai mare reducere a cantititii de anticorpi neutralizanti in ser.

Efectul virusului deglicozilat, care exprimd TRIF, asupra cresterii tumorii a fost analizata la
soareci BALB/c purtitori de xenogrefe tumorale Renca sau la soarecii C57BL/6 purtitori de
xenogrefe tumorale MC38. Pentru xenogrefele tumorale RENCA sau MC38, linii de celule
tumorale au fost implantate subcutanat la 5x10° celule per soarece la soarecii BALB/c sau
C57BL/6, respectiv. Cand tumoarea a atins ~50...100 mm?, soarecii au fost tratati intravenos cu o
singura dozi de virusuri mentionate (1x10® PFU/soarece) in vena caudali. Cresterea tumorii a fost
monitorizatd prin masurarea cu un subler si a fost determinatii prin ecuatia V (mm?) = /6 x W 2 x
L, in care W si L reprezintd latimea si lungimea tumorii, respectiv. Datele au fost exprimate ca
dimensiune relativd a tumorii la Inceputul terapiei, care a fost stabilitd ca 100%. Surprinzitor,
virusul TK-TRIF deglicozilat a condus la o reducere mai mare a dimensiunii tumorii la soarecii
purtdtori de xenogrefe RENCA si M(C38, comparativ cu efectul aditiv al modificarilor individuale
combinate sau virusul TK- (fig. 11D si E). In plus, pentru TK-TRIF deglicozilat s-a constatat o
activitate antitumorald imbunitititd, comparativ cu TK-GMCSF, observatd in baza reducerii
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semnificative a marimii tumorii la soarecii BALB/c, purtitoare de xenogrefe RENCA (fig. 11F)
sau de tumori subcutanate 4T1 la soarecii BALB/c (fig. 9D). Respectiv, virusul TK- deglicozilat al
vaccinului variolic, care exprimd TRIF, prezintd un rispuns imbunititit In mod semnificativ
antitumoral si conduce la o reducere a productiei de anticorpi antivirali.

Exemplul 5. Efectul combinat al expresiei TRIF, DE-sialilarii si deletiei C12L in UPCI-
1812.

Modificérile descrise mai sus, si anume deletia C12L, desialilarea si introducerea TRIF, au
fost incorporate impreund pentru a crea o tulpind noud W UPCI-1812, si efectul acestui virus cu
modificare tripld a fost evaluat in baza efectelor lui terapeutice si imunologice. Asa cum se aratd in
fig. 12A, infectia UPCI-1812 a condus la supravietuirea semnificativ mai buni, decat WR.T-, care
codifici GM-CSF. In ceea ce priveste virusul desialilat cu deletia C12L ("vwDD"), UPCI-1812
produce niveluri semnificativ mai inalte de interferon gama (IFN-y) (fig. 12B) si interleukind-12
(IL-12) (fig. 12C).

Exemplul 6. Efectul tintarii pe PGE2.

Pentru terapiile virale oncolitice au inceput in cele din urma si demonstreze eficientd
clinica in studii randomizate, evidentiind potentialul real al acestei platforme. Cu toate acestea,
printre actuala generatie de vectori clinici, acei, care au dovedit a fi cei mai de succes, exprimau o
citokind care activa sistemul imun (GM-CSF), consolidand o serie de date preclinice, care indica
cd raspunsul imun este un mediator cheie al eficientei virusului. Insd, in pofida acestei observatii,
este incd neclar modul si cauzele din care unii pacienti rdspund bine, iar altii par rezistenti la
terapia cu virusuri oncolitice.

Experimentele initiale au fost realizate pentru a corela sensibilitatea in vitro a unei linii de
celule tumorale la infectia virald si replicarea cu raspunsuri in vivo ale aceleiasi linii celulare atunci
cand sunt utilizate pentru a forma tumori singene la soarecii imunocompetenti. 14 linii diferite de
celule tumorale murine din diferite tipuri de tumori si tulpini diferite murine au fost analizate in
vitro prin infectarea liniilor celulare cu TK- (fig. 26A). Productia virusului si expresia genelor
virale a fost observati in cele 14 linii diferite de celule tumorale murine. Productia virusului a fost
analizatd prin cultivarea a 2x10° celule in plici cu 24 de godeuri, cu infectarea ulterioara la MOI 1
(PFU/celule) cu virusurile mentionate de vaccin variolic. Peste patru ore dupd infectare, culturile
au fost spalate de doud ori cu PBS si incubate in mediu proaspit fard virus. La momentele de timp
indicate dupa infectare, culturile au fost recoltate si congelate-dezghetate de trei ori pentru a obtine
extract de celule (CE). Titrurile virale s-au determinat prin analiza de formare a plicilor pe celulele
BSC-1.

Sapte din cele 14 linii au fost testate in continuare in vive folosind injectia intratumorald
directd a TK- (fig. 13A si B si fig. 20A si B). Injectia intratumorala directd a fost utilizatd pentru a
reduce variabilitatea, care poate apdrea din cauza diferentelor de livrare a virusului. Cum se arata
in fig. 13A si B, nu s-a observat nici o corelatie directd fie intre replicarea virusului, sau uciderca
celulelor mediatd de virus, si efectul antitumoral in vivo, ceea ce indicd, cd factorii, altii decat
activitatea oncolitica directd, mediazi efectele antitumorale.

Virusurile oncolitice de vaccin variolic, care exprimi luciferaza, au fost utilizate in cadrul
acestor experimente, pentru a permite analiza expresiei genelor virale pe parcursul timpului la
soareci individuali (in calitate de surogat pentru replicarea si persistenta virusului), si pentru a
permite compararea cu raspunsul ulterior. Doud modele distincte pareau si rezulte din date. Pentru
modelele de tumori mai rezistente, definite ca acele, in care terapic virald crestea supravietuirea
generald globald cu cel mult 2 siptimani, cum se releva pentru Renca, B16, PANO2 si 4T1, o
corelatie directd poate fi constatati in cadrul fiecirui model individual de tumoare, astfel incit
nivelul de expresic a genelor virale peste 24 ore corespundea raspunsului ulterior (fig. 13B).
Astfel, chiar daca in vitro replicarea nu coreleaza cu activitatea in vivo la compararea modelelor de
tumori (probabil datoritd influentei unor asa factori, cum ar fi celulele ECM si celulele netumorale
din tumoare), In limitele oricarui unui model individual de tumoare existi o corelatie intre expresia
genelor virale precoce si rispunsul ulterior. Fard vre-o legiturd cu o anumitd teorie, se presupune,
cd replicarea virusului §i activitatea oncolitic directd este mediatorul principal al raspunsului
limitat in modelele de tumori mai rezistente. Cu toate acestea, un alt model se observa in tumorile
care au rispuns bine la terapia cu virus, care include modelele de tumori AB12, LLC, MC38. In
aceste modele pentru tumorile cu cel mai bun rdspuns in cadrul fiecirui model s-a demonstrat o
eliminare rapidd si activd a virusului dupd infectia initiala si replicarea precoce (fig. 13B si fig.
27). Aceastd eliminare activa sugercazd inducerea unui rdspuns imun puternic pentru a amplifica
efectele virale oncolitice directe in modelele tumorale cu cele mai bune raspunsuri.
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Pentru o verificare mai minutioasd a acestei observatii, initial au fost selectate doud modele
de tumori cu acelasi fond genetic, pentru care au fost afisate rispunsuri comparabile dupi tratare
cu virus in vivo, dar pentru unul din care (LLC) sunt relevate indicatori de inductie activd a
imunititii (eliminarea precoce a virusului) si uciderea limitata a celulelor mediatd de virus in vitro
(fig. 13B si fig. 26A si B). Celalalt (B16) s-a dovedit a fi mai sensibil la uciderea de citre virus in
vitro §l orice raspuns in vivo, probabil, corela cu expresia genelor virale precoce (fig. 13B si fig.
26A si B). Verificarea completd a activarii markerilor imuni sistemici dupa infectia cu virus a fost
comparati intre soarecii fird tumori, soarecii cu tumori B16 si soarecii cu tumori LLC. Acestia au
inclus marcherii de activare a transmiterii precoce congenitale a semnalelor, cum ar fi pS6,
pSTATI, pSTATS3, pSTATS, in diferite populatii de celule (fig. 13C si fig. 14A) si marcherii de
proliferare a celulelor T, cum ar fi pS6 si Ki67 (fig. 14A) si marcherii de activare, cum ar fi CD44
si CDO2L (fig. 14A) si rdspunsurile anticorpilor neutralizanti (fig. 14D). Diferente minore au fost
observate in rdspunsul imun sistemic in terapia virald intre animalele purtitoare de tumori si
animalele firad tumori, singura exceptie fiind fosforilarea S6 in unele celule mieloide in perioadd
precoce dupd infectare (fig. 13C). S-a observat reducerea nivelurilor de pS6 la animalele
purtdtoare de tumori, dar reducerea activarea sistemului imunitar a fost cea mai pronuntatd la
soarecii purtitori de tumori B16 (fig. 13C si fig. 14A). Aceasta a fost verificata in alte modele de
tumori, din nou confirmand, cd nivelurile de pS6 erau reduse in modelele de tumori mai rezistente
(inclusiv 4T1 si RENCA), ceea ce indicd un defect al raspunsului celulelor dendritice (DC), care
poate media rezistenta la acesti soareci (fig. 13C ).

Deoarece au existat diferente mici, observate in rdspunsul imun sistemic, au fost studiate
efectele unei imunosupresii mai localizate in interiorul tumorii. Diferite celule ale sistemului
imunitar sunt asociate cu un fenotip de supresie, inclusiv celule supresoare derivate din micloide
(MDSC) si celule T reglatoare (T-reg) (si M2 mac). S-au analizat nivelurile de aceste tipuri diferite
de celule, atat in splind, cit si In tumoare, pentru toate modelele de tumori, comparativ cu
animalele netratate. Pentru evaluarea populatiilor imune in tumori, tumorile au fost recoltate de la
soarecii tratati, cum s-a indicat. si mecanic dezagregate si scindate cu un amestec de trei enzime
(colagenazd de tip IV, ADNazi de tip IV si hialuronidaza de tip V (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO)). Analizele imunocolorarii cu patru culori a suprafetei celulare s-au efectuat cu citometrul de
flux Gallios (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA). Celulele tumorale dezagregate au fost colorate
folosind anticorpi anti-CD3 murini cu PE-Cy7 (BD Biosciences, San Jose, CA), anticorpi anti-
CD4 murini cu FITC, anticorpi anti-CD8 murini cu PerCP-Cy5.5 si anticorpi anti-CD25 murini cu
PE (eBioscience, San Diego, CA).

Nivelul de MDSC, gisit in tumoare pentru modele diferite modele de tumori, corela strans
cu rezistenta sau sensibilitatea modelului respectiv 1a terapia cu virus (fig. 15A si B si fig. 16). De
exemplu, Renca, care prezintd o rezistenta la terapia cu virus, conducea la tumori cu un nivel inalt
de MDSC. In fig. 17A este prezentatd cantitatea de MDSC in tumorile netratate in functie de
cresterea supravietuirii dupd tratamentul intravenos cu 1e8 PFU de WR.TK- pentru un sir de
sisteme de modele de tumori diferite. Pentru tulpinile de vaccine variolic este relatatd o capacitate
foarte minord de crestere a ratei de supravietuire in modele de tumori murine, care prezintd un
nivel inalt de MDSC la momentul initial. Celulele din fiecare dintre liniile celulare tumorale
enumerate pentru modelele de tumori (fig. 17A) au fost implantate la soareci imunocompetenti
singenici. Soarecii au fost apoi fie sacrificati in scopul de a determina nivelul mediu de referintd al
MDSC in tumorile rezultate pentru fiecare model, sau soarecii au fost tratati cu WR.TK- (sau PBS
pentru control) (1e8 PFU, administrate intratumoral) si cresterea sperantei de viata (pentru 50% de
supravietuire) era determinatd dupd tratament (in zile). Graficul reprezintd "cantititile relative de
MDSC in tumori la momentul initial" vs "cresterea mediand a supravietuirii dupd tratare cu
WR.TK- (in raport cu martorul netratat)". O cantitate mai mare de MDSC la momentul initial
corela cu o eficient redusa a terapiei.

Au fost studiate modificarile ulterioare, produse in tumoare dupd terapia cu virus, §i s-a
constatat ¢d pentru multiple modele de tumori, cum ar fi 4T1, RENCA si MC38, adiaugarca
terapiei cu virusul variolic conducea la pierderea T-reg, dar ci nivelurile MDSC nu au fost afectate
si a continuat si creascd in timp, cum ele cresteau in grupurile de control (fig. 15A si B si fig. 16A
si B). Terapia cu virus a redus nivelurile de T-reg in tumorile tratate, dar nu a avut nici un impact
asupra nivelurilor de MDSC. In modelul de tumoare Renca (implantat subcutanat la soarecii
BALB/c), cantitdtile relative de T-reg sau MDSC in tumoare/mg de tumoare au fost determinate la
diferite momente inainte sau dupa tratare cu WR.TK- (1e8 PFU administrate intratumoral) (fig.
17B si C). Astfel, se¢ pare ci incapacitatea virusului oncolitic al vaccinului variolic de a tinta
MDSC reducea activitatea terapeuticd a acestuia in unele tumori, in care nivelurile de MDSC sunt
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inalte. S-a mai constatat, ¢d in tumorile cu nivele initiale reduse de MDSC (MC38), terapia cu
virus a majorat nivelul de celule T CD8+ in tumoare, in timp ce pentru modelele tumorale mai
rezistente (4T1) nu a fost inregistrati nici o crestere (fig. 15B) .

S-a efectuat analiza tulpinii imunogene de vaccine variolic GM-CSF, care exprima citokina
factor de stimulare a coloniilor (CSF). Anterior s-a demonstrat, cA GM-CSF conduce la rispunsuri
clinice mai semnificative, de asemenea s-a asociat cu proliferarea MDSC. In fig. 18 si 19 se arati
cd, desi tulpinile de vaccine variolic mai imunogene (WR.TK-GMCSF si WR.B18R-IFNp+)
ameliorau suplimentar unele aspecte ale rdspunsului imun in modelele tumorale sensibile, cum ar
fi reducerea suplimentard a nivelurilor de T-reg si cresterea nivelurilor de celule T CD8+, nici un
astfel de avantaje nu au fost observate in modelele tumorale rezistente altfel. Fird vre-o legitura cu
0 anumitd teorie, se pare cd principala diferentd intre tumorile sensibile si rezistente se referd la
incapacitatea virusului de a induce un efect imunoterapeutic puternic in tumorile cu niveluri inalte
de imunosupresic mediatd de MDSC in micromediul tumorii.

In comunicirile recente a fast identificati o producere de prostaglandine PGE2 mediati cu
COX2 1in calitate de determinantd cheie a infiltratieci MDSC si mentinerii fenotipului MDSC. Au
fost folosite doud abordari pentru a tinti aceastd cale. O abordare a fost folosirea unui inhibitor al
COX2. A doua abordare a fost expresia enzimei HPGD, care realizeaza degradarea prostaglandinei
direct din vectorii virali. Acidul nucleic, care codificd hidroxiprostaglandindehidrogenaza 15
(HPGD), o enzima murini ,care degradeaza PGE2, a fost introdus in WR.T - prin introducerea
insertiei in locusul timidinkinazei prin recombinare omoloagd si sub controlul promotorului p7.5
viral ("TK - HPGD" sau "WR.TK-.HPGD"). Cum este prezentat in fig. 20, HPGD s-a exprimat in
mod specific de la TK-HPGD si a redus semnificativ nivelurile de PGE2 in celulele Renca,
infectate cu TK-HPGD. Cum se aratd in fig. 25, se pare, cd infectia cu WR.TK- poate modifica
expresia COX2 in tumori local la locul infectiei, fird a produce niveluri semnificative de
exprimare a COX2 in tumori 1n general, sau virusul poate si se reproduci selectiv in regiunile cu
niveluri reduse de COX2. in experimentele initiale in vitro si in vivo s-a constatat cd, chiar la
niveluri toxice, inhibitorii COX-2 erau incapabili si reducd nivelurile de PGE2 intr-o misurd
oarecare aproape de nivelul atins la expresia HPGD (fig. 20).

Virusurile oncolitice ale vaccinului variolic, care exprimd HPGD, a fost apoi testati in mai
cateva modele de tumori la soareci. S-a observat, ¢ numarul de celule MDSC in tumoare s-a redus
rapid si semnificativ in splind si in tumori dupi tratamentul numai cu WR-TK-HPGD (fig. 21 si
fig. 23A-D). S-a constatat, de asemenea, cd includerca HPGD a redus cantitatea de MDSC in
tumoare si in splind in raport cu virusul WR.TK- nemodificat. Aceasta era specific pentru tumori,
fard o toxicitate sistemica observatd (fig. 21 A). Interesant, cd TK-HPGD, de asemenea, a indus o
reducere mai rapida si mai semnificativd a numdrului de T-reg in tumoare. Cum se aratd in fig. 2 B
si C, siin fig. 22, infectia cu WR-TK-HPGD corela cu un efect terapeutic imbunititit in cateva
modele de tumori la soareci in vivo si conducea la volume mai mici ale tumorilor. Este necesar de
mentionat, ¢d pentru modelul de tumoare, care anterior era cea mai rezistentd la terapia cu virus,
RENCA, cu fenotip "numai oncolitic" afisat si niveluri initiale inalte de MDSC, in mod
surprinzitor s-a relevat cea mai mare crestere a beneficiului terapeutic dupd expresia HPGD (fig.
21B).

Tiparele de exprimare a genelor virale au fost comparate, de asemenea, pentru WR.TK- si
WR.TK-HPGD in tumoarea RENCA. S-a relevat, ci, in timp ce pentru WR.TK- se observa fenotip
"numai oncolitic" (o expresic mai naltd a genei in ziua 1 corela cu cel mai mare beneficiu
terapeutic), pentru WR.T-HPGD+ s-a constatat fenotip "oncolitic si imunoterapeutic”, in care
pentru tumorile cu cel mai bun rdspuns se aratd o eliminare activa si rapida a virusului spre ziua a
5 (fig. 21D). Fara legiturd cu o anumitd teorie, se pare, ci expresia HPGD este capabila de a
intoarce activitatea imunoterapeutica a vectorului in aceste modele mai rezistente si, astfel, poate
sensibiliza intr-un alt mod tumorile rezistente la terapia cu virus oncolitic. Aceasta se producea in
pofida pierderii generale a potentialului oncolitic al expresiei HPGD.

S-a realizat analiza mecanismelor, care mediazd avantajele terapeutice observate pentru
WR.T-HPGD+. Peste 3 zile dupd tratare, timp in care nivelurile de MDSC si T-reg au fost deja
reduse semnificativ in jurul tumorii, s-a remarcat, cd au avut loc numai schimbiri modeste in
nivelurile de citokine si chemokine in tumoare (fig. 24A). Insa, nivelul de chemokine in ser s-a
modificat semnificativ (fig. 24B). In special, chemokinele asociate cu atragerea celulelor T
activate, inclusiv CCLS5, au fost supuse unei regliri de crestere, in timp ce nivelul de CXCL12
(sdf-1, asociat cu un fenotip imunosupresor i un prognostic nefavorabil) a fost redus semnificativ
(fig. 24A si B). Aceastd modificare a efectului sistemic al chemokinelor poate fi responsabild
pentru medierea schimbdrilor din repertoriul celulelor imune in tumoare. Acestea au fost studiate
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in continuare utilizand analiza tumorii bilaterale, in care intr-o tumoare a fost injectat WR.TK- si
in tumoarea de pe flancul opus s-a injectat WR.TK-HPGD. S-a observat un transport mai
semnificativ de celule T activate pentru tumoarea care exprimi HPGD (fig. 24D). Mai mult decat
atat, la momente de timp mai tardive s-a observat, cd expresia WR. TK-HPGD conducea in splind
la niveluri majorate semnificativ de CTL tintite asupra tumorii. Aceste date indicd, ci exprimarea
HPGD actioneaza nu numai pentru a limita mediul supresiv in interiorul tumorii, dar, de asemenea,
amplifici atragerea celulelor T, ceea ce conduce 1a un rdaspuns imun adaptiv antitumoral mai activ.
In plus, incorporarea HPGD in UPCI-1812 a condus la un virus, care inhiba cresterea tumorii mai
semnificativ, decat UPCI-1812 ("combinat"; fig. 28). Cum se¢ aratd in fig. 28, virusul combinat a
dus 1a o reducere mai marcanti a cresterii tumorii, decat efectul aditiv al virusului UPCI-1812 si al
virusul VV-HPGD. Directionarea asupra PGE2, mediati de virus, a fost capabild si depaseasca
imunosupresia localizatd, conducand la modificiri profunde in micromediul tumorii si, drept
rezultat, sensibilizarea tumorilor anterior rezistente la terapia cu virus.

Exemplul 7. Modificarea, care sporeste activitatea si raspandirea.

In fig. 29 este prezentat nivelul de anticorpi neutralizanti impotriva virusului vaccinului
variolic, prezenti in serul soarecilor vaccinati (le4 PFU) fie cu WR, sau cu WR cu o mutatie
punctiformi EEV de ameliorare in gena virald A34R (Lys151 pani la Glu). Tulpina mutantd A34R
cauzeazd o producere a unei cantititi mai mici de anticorpi neutralizanti contra virusului
vaccinului variolic, comparativ cu WR-.
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(57) Revendicari;

1. Virus oncolitic de vaccin variolic, care contine un acid nucleic, care codifici antagonistul
prostaglandinei E2 (PGE2) si una sau mai multe modificiri suplimentare.

2. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicarii 1, in care antagonistul PGE2
contine o proteind, o peptidd, un ARN sau un micro ARN.

3. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicirii 1 sau 2, in care antagonistul
PGE2 reprezinta 15-hidroxiprostaglandin dehidrogenaza (15-PGDH) sau un domeniu functional al
acesteia.

4. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicdrii 1, 2 sau 3, in care una sau mai
multe din modificdrile suplimentare contine o mutatic in gena timidin-kinazei, in care virusul
oncolitic de vaccin variolic este timidin-kinaza negativ.

5. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricireia din revendicarile 1-4, in care una
sau mai multe din modificdrile suplimentare contine 0 mutatie a carcasei virale selectatd din grupa
constind din: o deletie completd sau partiald a genei C12L, o mutatie sau o deletic a B8R, o
mutatie sau o deletic a B18R, o mutatie sau o deletie a A35R, o mutatie in B15R sau o combinatie
a acestora.

6. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicarii 5, in care deletia B8R reprezintd
o deletic completd sau partiald a genei B8R, deletia B18R reprezintd o deletie completd sau
partiald a genei B18R, mutatia in B15R reprezintd o substitutic in gena B15R si/sau deletia A35R
reprezintd o deletic completd sau partiald a genei A35R.

7. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicarii 5, in care una sau mai multe
mutatii ale carcasei virale contine deletia completd sau partiald a genei C12L.

8. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricireia din revendicérile 1-7, in care virusul
oncolitic de vaccin variolic contine suplimentar un acid nucleic care codificd factorul macrofagal-
granulocitar de stimulare a coloniei (GM-CSF) sau un domeniu functional al acestuia.

9. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricéreia din revendicdrile 1-8, in care virusul
oncolitic de vaccin variolic contine suplimentar un invelis viral cu glicozilare redusd in raport cu
un virus nemodificat identic.

10. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricireia din revendicirile 1-9, in care
virusul oncolitic de vaccin variolic contine suplimentar una sau mai multe din modificarile
selectate din grupa constand din: substitutia Lys151 pani la Glu in A34R, o deletie completd sau
partiald a BSR, o mutatie sau o deletic a A36R, o mutatie sau o deletiec a AS6R si o combinatic a
acestora.

11. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicirii 10, in care mutatia A36R este o
substitutie aminoacidi in proteina A36R sau o deletie completd sau partiald a proteinei A36R
si/sau o deletic a AS6R reprezintd o deletie completd sau partiala in proteina AS6R.

12. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricireia din revendicdrile 3-11, in care
acidul nucleic care codificd 15-PGDH sau domeniul functional al acestuia, acidul nucleic care
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codificd TRIF sau domeniul functional al acestuia, sau acidul nucleic care codifici GM-CSF sau
domeniul functional al acestuia este clonat in locusul genei timidin-kinazei.

13. Compozitie cu continut de virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricireia din
revendicarile 1-12.

14. Compozitie, conform revendicarii 13, care contine suplimentar un agent anticanceros,
un agent imunomodulator, un agent care inhibd sau reduce nivelul de celule supresoare derivate
din mieloide si o combinatic a acestora.

15. Compozitie, conform revendicirii 14, in care agentul imunomodulator cuprinde un
agent capabil s suprime imunitatea antivirald.

16. Compozitie, conform revendicirii 14, in care agentul imunomodulator cuprinde un
inhibitor al punctului de control imun.

17. Compozitie, conform revendicdrii 16, in care inhibitorul punctului de control imun
cuprinde anticorpul anti-CTLA4, un anticorp anti-PD-1, un anticorp anti-PDL1 sau un agonist
TLR.

18. Compozitie, conform revendicdrii 14, in care agentul imunomodulator si agentul care
reduce sau inhibd nivelul celulelor supresoare derivate din mieloide este selectat din grupa
constand din: anticorp anti-CD33 sau o regiune variabild a acestuia, un anticorp anti-CD11b sau o
regiune variabild a acestuia, un inhibitor al COX2, o citokind, o chemokini si un inhibitor al
punctului de control imun.

19. Compozitie, conform revendicirii 18, in care inhibitorul COX2 contine celecoxib.

20. Compozitie, conform oricireia din revendicdrile 14-19, in care agentul anti-cancer
cuprinde un agent chimioterapeutic, un agent radioterapeutic, un agent antiangiogen, un agent de
inducere a apoptozei, un anticorp anti-cancer, un agent kinazic dependent de anti-ciclind sau o
combinatie a acestora.

21. Virus oncolitic de vaccin variolic, care contine un acid nucleic, care codifica
antagonistul prostaglandinei E2 (PGE2), in care virusul oncolitic de vaccin variolic este timidin-
kinazd negativ.

22. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicdrii 21, in care antagonistul PGE2
reprezintd 15-PGDH sau un domeniu functional al acestuia.

23. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicarii 21 sau 22, in care virusul
oncolitic de vaccin variolic contine suplimentar o deletie completd sau partiala a genei C12L.

24. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicarii 21, 22 sau 23, in care virusul
oncolitic de vaccin variolic contine suplimentar o mutatic a carcasei virale selectatd din grupa
constand din: o mutatie sau o deletic a B8R, o mutatie sau o deletie a BI8R, o mutatie sau o deletie
a A35R, o mutatie in B15R sau o combinatie a acestora.

25. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicdrii 24, in care deletia B8R
reprezintd o deletie completd sau partiald a genei B8R, deletia B18R reprezintd o deletic completa
sau partiald a genei B18R, mutatia in B15R reprezintd o substitutic in gena B15R si/sau deletia
A35R reprezinti o deletic completa sau partiala a genei A35R.

26. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricareia din revendicarile 21-25, in care
virusul oncolitic de vaccin variolic contine suplimentar un acid nucleic care codificd factorul
macrofagal-granulocitar de stimulare a coloniei (GM-CSF) sau un domeniu functional al acestuia.

27. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricareia din revendicarile 21-26, in care
virusul oncolitic de vaccin variolic contine suplimentar un invelis viral cu glicozilare redusd in
raport cu un virus nemodificat identic.

28. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricareia din revendicarile 21-27, in care
virusul oncolitic de vaccin variolic contine suplimentar una sau mai multe din modificarile
selectate din grupa constand din: substitutia Lys151 pani la Glu in A34R, o deletie completd sau
partiald a BSR, o mutatie sau o deletic a A36R, o mutatie sau o deletic a A56R si o combinatic a
acestora.

29. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform revendicirii 28, in care mutatia A36R este o
substitutie aminoacidi in proteina A36R sau o deletie completd sau partiald a proteinei A36R
si/sau o deletic a AS6R reprezintd o deletie completd sau partiala in proteina AS6R.

30. Virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricireia din revendicarile 22-29, in care
acidul nucleic care codificd 15-PGDH sau domeniul functional al acestuia, acidul nucleic care
codificd TRIF sau domeniul functional al acestuia, sau acidul nucleic care codifici GM-CSF sau
domeniul functional al acestuia este clonat in locusul genei timidin-kinazei.

31. Compozitie cu continut de virus oncolitic de vaccin variolic, conform oricireia din
revendicarile 21-30.
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32. Compozitie, conform revendicarii 31, care contine suplimentar un agent anticanceros,
un agent imunomodulator, un agent care inhibd sau reduce nivelul de celule supresoare derivate
din mieloide si o combinatic a acestora.

33. Compozitie, conform revendicirii 32, in care agentul imunomodulator cuprinde un
agent capabil s suprime imunitatea antivirald.

34. Compozitie, conform revendicirii 32, in care agentul imunomodulator cuprinde un
inhibitor al punctului de control imun.

35. Compozitie, conform revendicdrii 34, in care inhibitorul punctului de control imun
cuprinde anticorpul anti-CTLA4, un anticorp anti-PD-1, un anticorp anti-PDL1 sau un agonist
TLR.

36. Compozitie, conform revendicdrii 32, in care agentul imunomodulator si agentul care
reduce sau inhibd nivelul celulelor supresoare derivate din mieloide este selectat din grupa
constand din: anticorp anti-CD33 sau o regiune variabild a acestuia, un anticorp anti-CD11b sau o
regiune variabild a acestuia, un inhibitor al COX2, o citokind, o chemokind si un inhibitor al
punctului de control imun.

37. Compozitie, conform revendicarii 32, in care inhibitorul COX2 contine celecoxib.

38. Compozitie, conform oricireia din revendicarile 32-37, in care agentul anti-cancer
cuprinde un agent chimioterapeutic, un agent radioterapeutic, un agent antiangiogen, un agent de
inducere a apoptozei, un anticorp anti-cancer, un agent kinazic dependent de anti-ciclind sau o
combinatie a acestora.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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Expresia HPGD amplifica activitatea
terapeutica a virusului vaccinului variolic
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