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DESCRIPCION
Terapia de combinacién de virus vaccinia oncolitica y un inhibidor de punto de control

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencidn se define en las reivindicaciones.

[0002] La presente invencién se refiere de manera general a virologia y medicina. En determinados aspectos, la
invencién se refiere a una combinacién terapéutica que comprende un virus vaccinia oncolitico replicativo y un
inmunomodulador para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1.

ANTECEDENTES

[0003] La homeostasis de tejido normal es un proceso altamente regulado de proliferacién celular y muerte celular. Un
desequilibrio de cualquiera de las dos de proliferacién celular o muerte celular se puede desarrollar en un estado
cancerigeno. Por ejemplo, cancer cervical, renal, de pulmén, pancreatico, colorrectal y cerebral solamente son unos
pocos ejemplos de muchos canceres que pueden producirse. De hecho, la incidencia de cancer es tan alta que se
atribuyen mas de 500.000 muertes al afio a cancer en Estados Unidos solamente.

[0004] Los virus oncoliticos de replicacién selectiva son prometedores para el tratamiento de cancer. Estos virus
pueden causar muerte de células tumorales a través de efectos oncoliticos dependientes de replicacién directa y/o
dependientes de expresion de gen viral. Sin embargo, la supresién inmune mediante tumores y la eliminacién
prematura del virus a menudo genera respuestas inmunes especificas de tumor débiles, limitando el potencial de estos
virus como un terapéutico de cancer.

[0005] De manera similar, los inhibidores de puesto de control inmunitario han demostrado ser prometedores en el
tratamiento de determinados canceres, sin embargo, solamente un porcentaje limitado de pacientes alcanzan
respuesta clinica objetiva. Liu et al. (Nat Commun 8, 14754, 2017) describe que la combinacién racional de virus
vaccinia oncolitico y bloqueo de PD-L1 funciona de manera sinérgica para potenciar la eficacia terapéutica.
WO2016/009017 A1 describe una combinacién de virus oncolitico y moduladores de puesto de control inmunitario.
WO2016/144564 A2 describe el uso de virus vaccinia ankara (MVA) modificado no replicante desactivado como
monoinmunoterapia 0 en combinaciéon con agentes de bloqueo de puestos de control inmunitarios para tumores
sélidos. Boutros et al. (Nat Rev Clin Oncol. agosto de 2016;13(8):473-86) describe perfiles de seguridad de anticuerpos
anti-CT- LA-4 y anti-PD-1 por separado y en combinacién. Callahan et al. (Immunity. 17 de mayo de 2016; 44(5):1069-
78) describe los co-receptores de células T de direccionamiento para terapia de cancer. Liu et al. (Mol Ther. septiembre
de 2008; 16(9):1637-42) describe que el virus de viruela JX-594 oncolitico dirigido manifiesta actividades
antitumorales, antivasculares y anti-VHB en pacientes con carcinoma hepatocelular. Breitbach et al. (Oncolytic
Virother. 28 de enero de 2015; 4:25-31) describe Pexa-Vec inmunoterapéutico oncolitico (JX-594). NCT03071094 (un
identificador de ClinicalTrials.gov) describe un ensayo de evaluacién de seguridad y eficacia de la combinacién de la
terapia oncolitica de Pexa-Vec con el anticuerpo nivolumab que bloquea el receptor PD-1 en el tratamiento de primer
nivel de carcinoma hepatocelular avanzado (HCC). NCT02977156 (un identificador de ClinicalTrials.gov) describe una
estrategia de inmunizacién con inyecciones intratumorales de Pexa-Vec con ipilimumab en tumores sélidos avanzados
metastasicos. Sigue siendo necesario mejorar terapias cancerigenas.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0006] La presente invencion se define en las reivindicaciones.

[0007] Los inventores actuales han descubiertos que la administraciéon simultdnea de un inhibidor de puesto de control
inmunitario y un virus vaccinia oncolitico replicativo administrado por la via intratumoral tal como se define en las
reivindicaciones a un modelo de cancer clinicamente relevante, en el que los agentes se administran de manera
simultdnea durante la primera y preferiblemente durante mdaltiples administraciones consecutivas, genera efectos
antitumorales sinérgicos. Por consiguiente, se da a conocer una terapia de combinacién para ser utilizada de acuerdo
con la reivindicacién 1.

[0008] EI virus vaccinia oncolitico se puede administrar por la via intratumoral. En determinados aspectos, la
administracién simultdnea de los miembros de la combinacién farmacéutica proporciona una inmunidad antitumoral
potenciado e incluso sinérgica en comparacién con cualquier tratamiento por separado.

[0009] En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral,

intravenosa, intraarterial o intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se

administra por la via intratumoral. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra en

una cantidad eficaz para inducir la expresién de una proteina de puesto de control inmunitario en el tumor. En algunas

realizaciones, el tumor no expresa la proteina de puesto de control inmunitario o expresa la proteina de puesto de

control inmunitario a un nivel relativamente bajo antes de la administracién del virus vaccinia oncolitico replicativo. En
2
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algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control inmunitario es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se
une de manera especifica a la proteina de puesto de control inmunitario, preferiblemente un anticuerpo monoclonal,
anticuerpo humanizado, anticuerpo completamente humano, proteina de fusién o combinacién de los mismos.

[0010] En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control inmunitario de la combinacién inhibe una proteina
de puesto de control inmunitario seleccionada entre el grupo que consiste en antigeno-4 de linfocito T citotoxico
(CTLA4 o CTLA-4), proteina de muerte celular programada 1 (PD-1), B7-H3, B7-H4, proteina 3 de membrana de
células T (TIM3), galectina 9 (GAL9), gen 3 de activacidn de linfocitos (LAG3), supresor de la activacién de las células
T que contiene el dominio V de la inmunoglobulina (Ig) (VISTA), receptor similar a la inmunoglobulina de células
asesinas (KIR), atenuador de linfocitos B y T (BTLA), inmunoreceptor de células T con dominios Ig e ITIM (TIGIT),
indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) o una combinacién de los mismos. En un aspecto adicional, el inhibidor de puesto
de control interactla con un ligando de una proteina de puesto de control que incluye sin limitacién, CTLA-4, PD-1,
B7-H3, B7-H4, TIM3, GAL9, LAG3, VISTA, KIR, BTLA, TIGIT o una combinacién de los mismos. En realizaciones
preferidas, el inhibidor de proteina de puesto de control inmunitario es un anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo
monoclonal, anticuerpo quimérico, anticuerpo humano o anticuerpo humanizado), un fragmento de anticuerpo o una
proteina de fusién que se une de manera especifica a una proteina de puesto de control inmunitario o un ligando de
la misma.

[0011] En algunas realizaciones preferidas, el inhibidor de puesto de control inmunitario de la combinacién es un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo que se une de manera especifica a (e inhibe) PD-1, PD-L1,
PD-L2, TIGIT, TIM3, LAG3 o CTLA4. Como un ejemplo no limitativo, se da a conocer un método de tratamiento y/o
prevencidén de cancer en un mamifero que comprende la administracién simultanea al sujeto de cantidades eficaces
de (i) un virus vaccinia oncolitico replicativo mediante inyeccién intratumoral y (ii) un inhibidor de CTLA4 y/o PD-1.

[0012] En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal que se une
de manera selectiva a PD-1 o PD-L1, preferiblemente seleccionado entre el grupo que consiste en: BMS-936559,
atezolizumab, durvalumab, avelumab, nivolumab, pembrolizumab y lambrolizumab. En algunas realizaciones, el
inhibidor de puesto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal que se une de manera selectiva a CTLA4,
preferiblemente seleccionado entre el grupo que consiste en ipilimumab y tremelimumab. En algunas realizaciones,
los inhibidores de puesto de control inmunitario se administran de manera simultanea al sujeto con el virus vaccinia
oncolitico. En algunas realizaciones, se le administra al sujeto de manera simultanea: (a) un inhibidor de CTLA4, un
inhibidor de PD-1 y un virus vaccinia oncolitico replicativo; (b) un inhibidor de CTLA4, un inhibidor de IDO y un virus
vaccinia oncolitico replicativo; (¢) un inhibidor de PD-1, un inhibidor de IDO y un virus vaccinia oncolitico replicativo; o
(d) un inhibidor de PD-1, un inhibidor de CTLA4, un inhibidor de IDO y un virus vaccinia oncolitico replicativo; (e) un
inhibidor de LAG3, un inhibidor de PD-1 y un virus vaccinia oncolitico replicativo; o (f) un inhibidor de TIGIT, un inhibidor
de PD-1 y un virus vaccinia oncolitico replicativo. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo es
una cepa Wyeth, una cepa Western Reserve, una cepa Lister o una cepa Copenhagen. En algunas realizaciones, el
virus vaccinia comprende una o mas modificaciones genéticas para aumentar la selectividad del virus para células
cancerigenas, preferiblemente el virus se modifica para que carezca de timidina cinasa funcional y/o para que carezca
del factor de crecimiento de vacuna funcional. En algunas realizaciones, el virus vaccinia comprende un gen 14L y/o
F4L funcional.

[0013] En algunas realizaciones, el virus vaccinia es un cepa Wyeth, una cepa Western Reserve, una cepa Lister o
una cepa Copenhagen con una o méas modificaciones genéticas para aumentar la selectividad del virus vaccinia para
células cancerigenas tal como desactivacién del gen de timidina cinasa (TK) y/o el gen de factor de crecimiento de
virus vaccinia (VGF). El virus vaccinia se modifica para expresar una citocina GM-CSF. Las citocinas adicionales
incluyen IL-2, IL-4, IL-5 IL-7, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, IL-24, IFN-y, y/o TNF-a.

[0014] En otras realizaciones relacionadas, el virus vaccinia oncolitico replicativo se modifica para expresar un
antigeno tumoral tal como, sin limitaciéon, BAGE, GAGE-1, GAGE-2, CEA, AIM2, CDK4, BMI1, COX-2, MUM-1, MUC-
1, TRP-1 TRP-2, GP100, EGFRVIIl, EZH2, LICAM, Livin, LivinB, MRP-3, Nestin, OLIG2, SOX2, virus de papiloma
humano de oncogén E6, virus de papiloma humano de oncogén E7, ART1, ART4, SART1, SART2, SARTS3, B-ciclina,
B-catenina, Gli1, Cav-1, catepsina B, CD74, E-cadherina, EphA2/Eck, Fra- 1/Fosl 1, Gangliésido/GD2, GnT-V, p1,6-
N, Her2/neu, Ki67, Ku70/80, IL-13Ra2, MAGE-1, MAGE-3, NY-ESO-1, MART-1, PROX1, PSCA, SOX10, SOX11,
Survivin, caspasa-8, UPAR, CA-125, PSA, p185HER2, CD5, IL-2R, Fap-q, tenascina, antigeno p97 asociado a
melanoma, WT-1, regulador de sefializacién de G-proteina 5 (RGS5), Surivin (BIRC5= inhibidor de baculovirus de la
apoptosis que contiene un dominio de repeticién 5), proteina 3 de unién al factor de crecimiento similar a insulina (IGF-
BP3), timidilato sintetasa (TYMS), proteina 2 inducible por hipoxia, gotas lipidicas asociadas inducibles por hipoxia
(HIG2), metalopeptidasa 7 de la matriz (MMP7), homdélogo 2 de purina (PRUNE2), similar a proteina RecQ (similar a
helicasa Q1 de ADN) (RECQL), receptor de leptina (LEPR), inhibidor 1 de la respuesta del receptor ERBB (ERRFI1),
proteina transmembrana 4 alfa lisosomal (LAPTM4A); RAB1B, familia del oncogén RAS (RAB1B), CD24, timosina
beta 4 humana, ligado al cromosoma X (TMSB4X), proteina A6 de unién a calcio S100 humana (S100A8), receptor
de adenosina A2 humano (ADORAZ2B), marco de lectura abierto 61 del cromosoma 16 (C160rf61), regulador ROD1
de la diferenciacién 1 (ROD1), sirtuina-2 desacetilasa dependiente de NAD (SIR2L), tubulina alfa 1¢c (TUBA1C), factor
inhibidor de la ATPasa 1 (ATPIF1), antigeno 2 del estroma (STAG2), caseina cinasa y sustrato dependiente de ciclina
1 (NUCKS1). En algunas realizaciones, el antigeno tumoral es un antigeno tumoral de carcinoma de células renales.
3
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En algunas realizaciones, el antigeno tumoral de carcinoma de células renales se selecciona entre el grupo que
consiste en regulador de sefializacién de G-proteina 5 (RGS5), Surivin (BIRC5= inhibidor de baculovirus de la
apoptosis que contiene un dominio de repeticién 5), proteina 3 de unién al factor de crecimiento similar a insulina (GF-
BP3), timidilato sintetasa (TYMS), proteina 2 inducible por hipoxia, gotas lipidicas asociadas inducibles por hipoxia
(HIG2), metalopeptidasa 7 de la matriz (MMP7), homdélogo 2 de purina (PRUNE2), similar a proteina RecQ (similar a
helicasa Q1 de ADN) (RECQL), receptor de leptina (LEPR), inhibidor 1 de la respuesta del receptor ERBB (ERRFI1),
proteina transmembrana 4 alfa lisosomal (LAPTM4A); RAB1B, familia del oncogén RAS (RAB1B), CD24, timosina
beta 4 humana, ligado al cromosoma X (TMSB4X), proteina A6 de unién a calcio S100 humana (S100A8), receptor
de adenosina A2 humano (ADORA2B), marco de lectura abierto 61 del cromosoma 16 (C160rf61), regulador ROD1
de la diferenciacién 1 (ROD1), sirtuina-2 desacetilasa dependiente de NAD (SIR2L), tubulina alfa 1¢ (TUBA1C), factor
inhibidor de la ATPasa 1 (ATPIF1), antigeno 2 del estroma (STAG2), caseina cinasa y sustrato dependiente de ciclina
1 (NUCKS1).

[0015] En algunas realizaciones, el virus vaccinia se administra en una cantidad desde aproximadamente 107 hasta
aproximadamente 10" ufp, preferiblemente aproximadamente 108-10"° ufp, mas preferiblemente aproximadamente
10°-10"° ufp. En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control inhibitorio se administra en una cantidad desde
aproximadamente 2 mg/kg hasta 15 mg/kg.

[0016] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica se administra a un mamifero para tratar y/o prevenir
cancer en un mamifero. En algunas realizaciones, el cancer es un cancer del tipo de tumor sélido. En algunas
realizaciones, el cancer se selecciona entre el grupo que consisten en el grupo seleccionado entre melanoma,
carcinoma hepatocelular, carcinoma de células renales, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, cancer
pancreatico, cancer de pecho, cancer de ovarios, cancer de préstata, mesotelioma, cancer gastrointestinal, leucemia,
cancer de pulmén (que incluye cancer de pulmén de células no pequefias), cancer de estémago, cancer esofégico,
sarcoma o céncer de tiroides. En otras realizaciones preferidas, la combinacién farmacéutica se administra a un
mamifero para tratar una metastasis. En algunas realizaciones, el sujeto padece carcinoma de células renales.

[0017] El sujeto al que se trata con la combinacién farmacéutica es un sujeto humano. En un aspecto relacionado, el
sujeto que necesita tratamiento es un humano con un cancer que es refractario (o resistente) al tratamiento con uno o
més agentes quimioterapéuticos y/o refractario al tratamiento con uno o més anticuerpos. En realizaciones especificas,
el humano padece un céncer (por ejemplo, cancer colorrectal) que es refractario (o resistente) a un tratamiento que
comprende un inhibidor de puesto de control inmunitario y, opcionalmente, también es refractario al tratamiento con
uno o mas agentes quimioterapéuticos. En otras realizaciones, el humano que necesita el tratamiento es un humano
identificado como un candidato para la terapia con uno o mas inhibidores de puesto de control inmunitario.

[0018] En algunas realizaciones, el sujeto ha fracasado durante como minimo un tratamiento con quimioterapia o
inmunoterapia anterior. En algunas realizaciones, el sujeto padece un cancer que es refractario para una terapia con
inhibidor de puesto de control inmunitario, preferiblemente el cancer es resistente al tratamiento con anticuerpos anti-
PD-1 y/o anticuerpos anti-CTLA-4. En algunas realizaciones, el sujeto se identifica como un candidato para una terapia
con inhibidor de puesto de control inmunitario. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende la
administracién al sujeto de una terapia adicional seleccionada entre quimioterapia (agentes alquilantes, analogos de
nucleésidos, modificadores de citoesqueletos, agentes citostaticos) y radioterapia. En algunas realizaciones, el
procedimiento comprende la administracién al sujeto de una terapia con virus oncolitico adicional (por ejemplo,
rhabdovirus, virus del bosque Semliki). En algunas realizaciones, el sujeto es un humano. En algunas realizaciones,
una primera dosis del virus vaccinia oncolitico replicativo y una primera dosis del inhibidor de puesto de control
inmunitario se administran de manera simultanea al sujeto seguido de como minimo una administraciéon simultanea
consecutiva posterior del virus y el inhibidor de puesto de control al sujeto. En algunas realizaciones, el procedimiento
comprende como minimo una primera, segunda y tercera administracion simultanea consecutiva del virus vaccinia
oncolitico replicativo y el inhibidor de puesto de control al sujeto. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende
como minimo una primera, segunda, tercera y cuarta administracién simultdnea consecutiva del virus vaccinia
oncolitico replicativo y el inhibidor de puesto de control al sujeto. En algunas realizaciones, la administracién simultanea
de la primera dosis del virus vaccinia oncolitico replicativo y la primera dosis del inhibidor de puesto de control
inmunitario y como minimo una administracién simultdnea consecutiva posterior del virus y el inhibidor de puesto de
control al sujeto se sigue por la administracién de como minimo una dosis del inhibidor de puesto de control por
separado al paciente. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende un intervalo de 1-3 semanas entre la
administracién simultanea consecutiva de los agentes, preferiblemente comprende un intervalo de aproximadamente
una semana, aproximadamente dos semanas o aproximadamente 3 semanas.

[0019] La presente solicitud demuestra que la administracién intratumoral del virus vaccinia oncolitico replicativo (i)
atrae células inmunes huéspedes (por ejemplo, células T que se infiltran en tumores) al tumor e (ii) induce la expresion
de varias proteinas de puesto de control, que incluyen PD-1, PD-L1, CT- LA-4, LAG3, TIM3 y TIGIT, en células
tumorales, sensibilizando de ese modo las células tumorales para el tratamiento concurrente con inhibidores de la(s)
proteina(s) de puesto de control.

[0020] Por consiguiente, en algunos aspectos, el nivel de expresién de una o més de estas proteinas de puesto de
control se utiliza como un biomarcador en la selecciéon de pacientes humanos con céncer para el tratamiento con la
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terapia de combinacién descrita en el presente documento basada en su(s) nivel(es) de expresiéon. En algunas
realizaciones, se puede medir la expresién utilizando cualquier ensayo de medicién de niveles de proteinas. En
algunas realizaciones, se puede medir la expresiéon de proteinas utilizando un ensayo tal como un ensayo FACS o
Nanostring.

[0021] En realizaciones relacionadas, el humano que necesita el tratamiento es un humano con un tumor que no
expresa una proteina de puesto de control (por ejemplo, un sujeto resistente al inhibidor de puesto de control) o
expresa una proteina de puesto de control a un nivel relativamente bajo en cuyo caso el componente del virus vaccinia
oncolitico de la terapia de combinacién se administra en una cantidad eficaz para sensibilizar el tumor al inhibidor de
puesto de control inmunitario de la combinacién induciendo la expresion de la proteina de puesto de control (por
ejemplo, PD-L1). En algunas realizaciones, el humano puede tener un tumor que no expresa PD-1, PD-L1, CTLA-4,
LAGS, TIM3 y/o TIGIT o expresa una o mas de estas proteinas de puesto de control a un nivel relativamente bajo y el
virus vaccinia oncolitico se administra en una cantidad eficaz para sensibilizar el tumor para un inhibidor de PD-1, PD-
L1, CTLA-4, LAG3, TIM3 y/o TIGIT. En otras realizaciones relacionadas, el nivel de una proteina de puesto de control
se mide en un tumor antes de la administracién de la terapia de combinacidén de virus vaccinia oncolitico e inhibidor
de puesto de control y la terapia de combinacién se administra a un sujeto, si se determina que la proteina de puesto
de control no se expresa o se expresa a un nivel relativamente bajo en el tumor.

[0022] En algunos aspectos, un tumor no expresa una proteina de puesto de control o expresa una proteina de puesto
de control a un nivel relativamente bajo que es inferior al 50%, inferior al 25%, inferior al 15%, inferior al 10%, inferior
al 5%, inferior al 1% o inferior al 0,5% de cepas de células tumorales positivas para la proteina de puesto de control
tal como se evalla mediante inmunohistoquimica (IHC) de una muestra de tumor. Véase, por ejemplo, llie et al,,
Virchows Arch, 468(5):511-525 (2016). En algunos aspectos, el humano padece cancer de pulmén de células no
pequefias, cancer gastrico, carcinoma de células renales, cancer pancreatico o cancer colorrectal.

[0023] En otras realizaciones relacionadas adicionales, el humano que necesita el tratamiento es un humano con un
tumor que esta «frio» inmunolégicamente, por lo que se entiende que el tumor estd esencialmente o relativamente
libre de células inmunes en el microambiente tumoral. El tratamiento con un virus vaccinia oncolitico atrae las células
inmunes (por ejemplo, células T) al tumor y crea sinergia con inhibidores de puesto de control administrados de manera
simultdnea para tratar el tumor. Se puede identificar un tumor «frio» mediante los procedimientos conocidos en la
técnica, que incluyen, pero no se limitan a, inmunohistoquimica (IHC) de cepa Unica o mdultiplex para marcadores
inmunes tales como CD3 y CD8 en el centro del tumor y el margen invasivo, citometria de flujo para el anélisis de
fenotipo, gendmico del tejido tumoral, determinacion del perfil de ARN de tejido tumoral y/o determinacién del perfil de
citocina en suero.

[0024] El virus vaccinia oncolitico y el inhibidor de puesto de control inmunitario de la combinacién se administran de
manera concurrente (por ejemplo, simultdneamente) y se pueden administrar como parte de la misma formulacién o
en formulaciones diferentes. Por administraciéon simultanea (o concurrente) se entiende que una primera dosis de cada
uno de los miembros de combinacién se administra durante o aproximadamente el mismo tiempo (dentro de un periodo
de 24 horas entre cada uno, preferiblemente en un periodo de 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 horas o0 en un periodo
de 1 hora entre si) y preferiblemente como minimo una dosis posterior de cada uno de miembros de combinacién se
administra a o aproximadamente el mismo tiempo. Por consiguiente, en un aspecto, la terapia de combinacién tal
como se describe en el presente documento comprende una primera dosis del virus vaccinia oncolitico replicativo
administrado de manera simultanea con una primera dosis del inhibidor de puesto de control (por ejemplo, tratamiento
de un sujeto con la terapia de combinacién implica como minimo una primera administracién en donde el virus vaccinia
oncolitico y el inhibidor de puesto de control se administran de manera simultanea al sujeto) y preferiblemente
comprende adicionalmente como minimo una, dos, tres, cuatro o mas administraciones simultdneas consecutivas
adicionales del virus vaccinia oncolitico y el inhibidor de puesto de control. Por consiguiente, un régimen de tratamiento
concurrente con la combinacion farmacéutica puede comprender como minimo dos, como minimo tres, como minimo
cuatro, como minimo cinco, como minimo seis, como minimo siete 0 méas dosis consecutivas de los agentes
administradas simultaneamente. En realizaciones preferidas, el intervalo entre las dosis consecutivas administradas
simultdneamente del virus vaccinia oncolitico y el inhibidor de puesto de control oscila entre aproximadamente 1 dia y
aproximadamente 3 semanas o cualquier intervalo entre medio tal como 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7
dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias, 18 dias, 19 dias, 20 dias o
21 dias. En algunas realizaciones preferidas, el intervalo entre las dosis consecutivas administradas simultdneamente
del virus vaccinia oncolitico y el inhibidor de puesto de control es aproximadamente 1 semana o aproximadamente 2
semanas. Después del como minimo una dosis inicial administrada simultdneamente del virus oncolitico y el inhibidor
de puesto de control inmunitario, se pueden administrar una o méas dosis del inhibidor de puesto de control por
separado al sujeto.

[0025] Tal como se indica anteriormente, se da a conocer una terapia de combinacién para el uso de acuerdo con la

reivindicacién 1. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral. En

algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra mediante la administracién intravenosa. En algunas

realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra mediante la administracién intraarterial. En algunas

realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra mediante la administracién intraperitoneal. En algunas

realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra solamente mediante la administracién intratumoral. En
5
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algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral y el inhibidor de puesto de
control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la
via intravenosa y el inhibidor de puesto de control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus
oncolitico replicativo se administra por la via intraperitoneal y el inhibidor de puesto de control se administra por la via
sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la via intraarterial y el inhibidor de
puesto de control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo
se administra en una cantidad eficaz para inducir la expresién de una proteina de puesto de control inmunitario en el
tumor. En algunas realizaciones del método de tratamiento, la proteina de puesto de control inmunitario se selecciona
entre PD-1, PD- L1, CTLA-4, LAG3, TIM3 y TIGIT.

[0026] En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra por la via intravenosa. En algunas realizaciones, la
proteina de puesto de control inmunitario se selecciona entre PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG3, TIM3 y TIGIT. En algunas
realizaciones, la proteina de puesto de control es CTLA-4. En algunas realizaciones, la proteina de puesto de control
es PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de puesto de control es LAG3. En algunas realizaciones la proteina
de puesto de control es TIGIT. En algunas realizaciones, la proteina de puesto de control es PD-1. En algunas
realizaciones, la proteina de puesto de control es TIM3. En algunas realizaciones, el tumor es un cancer sélido. En
algunas realizaciones, el tumor es un cancer colorrectal. En algunas realizaciones, eltumor es un carcinoma de células
renales.

[0027] En algunas realizaciones, el inhibidor de la proteina de puesto de control inmunitario es un anticuerpo
monoclonal que se une de manera selectiva a PD-1 o PD-L1. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal que
se une de manera selectiva a PD-1 0 PD-L1 se selecciona entre el grupo que consiste en BMS-936559, atezolizumab,
durvalumab, avelumab, nivolumab, pembrolizumab y lambrolizumab.

[0028] En algunas realizaciones, el inhibidor de la proteina de puesto de control inmunitario es un anticuerpo
monoclonal que se une de manera selectiva a CTLA-4. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal que se
une de manera selectiva a CTLA-4 se selecciona entre el grupo que consiste en ipilimumab y tremelimumab.

[0029] En algunas realizaciones, el tumor no expresa la proteina de puesto de control inmunitario o expresa la proteina
de puesto de control inmunitario a un nivel relativamente bajo antes de la administracién del virus vaccinia oncolitico
replicativo.

[0030] En algunas realizaciones, el procedimiento comprende una etapa de medicién del nivel de expresién de la
proteina de puesto de control inmunitario en el tumor antes de la administracion de la combinacién.

[0031] En algunas realizaciones, la terapia de combinacién comprende un virus vaccinia oncolitico replicativo tal como
se reivindica, (b) un inhibidor de PD-1 y/o PD-L1 y (¢) un inhibidor de la proteina de puesto de control inmunitario. En
algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra en una cantidad eficaz para inducir la
expresion de una proteina de puesto de control inmunitario. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se
administra por la via intratumoral. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra mediante la
administracién intravenosa. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra mediante la
administracién intraarterial. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra mediante la
administracién intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra solamente
mediante la administracion intratumoral. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la
via intratumoral y el inhibidor de puesto de control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus
oncolitico replicativo se administra por la via intravenosa y el inhibidor de puesto de control se administra por la via
sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la via intraperitoneal y el inhibidor
de puesto de control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se
administra por la via intraarterial y el inhibidor de puesto de control se administra por la via sistémica. En algunas
realizaciones, la terapia de combinacién comprende

(a) un virus vaccinia oncolitico replicativo tal como se reivindica en una cantidad eficaz para inducir la expresién de
una proteina de puesto de control inmunitario en el tumor, (b) un inhibidor de PD-1 y/o PD-L1 y (¢) un inhibidor de la
proteina de puesto de control inmunitario, en donde el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra por la via
intratumoral. En algunas realizaciones, la proteina de puesto de control inmunitario se selecciona entre CTLA-4, LAG3,
TIM3y TIGIT.

En algunas realizaciones, la proteina de puesto de control es CTLA-4. En algunas realizaciones, la proteina de puesto
de control es LAG3. En algunas realizaciones la proteina de puesto de control es TIGIT. En algunas realizaciones, la
proteina de puesto de control es TIM3. En algunas realizaciones, el tumor es un céncer sélido. En algunas
realizaciones, eltumor es un cancer colorrectal. En algunas realizaciones, el tumor es un carcinoma de células renales.

[0032] En algunas realizaciones que comprenden dicho tratamiento de combinacién triple, el inhibidor de la proteina

de puesto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal que se une de manera selectiva a PD-1 o PD-L1. En

algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal que se une de manera selectiva a PD-1 o PD-L1 se selecciona entre

el grupo que consiste en BMS-936559, atezolizumab, durvalumab, avelumab, nivolumab, pembrolizumab y
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lambrolizumab.

[0033] En algunas realizaciones que comprenden el tratamiento de combinacién triple, el inhibidor de la proteina de
puesto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal que se une de manera selectiva a CTLA-4. En algunas
realizaciones, el anticuerpo monoclonal que se une de manera selectiva a CTLA-4 se selecciona entre el grupo que
consiste en ipilimumab y tremelimumab.

[0034] En algunas realizaciones que comprenden dicho tratamiento de combinacién ftriple, el tumor no expresa la
proteina de puesto de control inmunitario o expresa la proteina de puesto de control inmunitario a un nivel relativamente
bajo antes de la administracién del virus vaccinia oncolitico replicativo.

[0035] En algunas realizaciones que comprenden dicho tratamiento de combinacién triple, el procedimiento comprende
una etapa de medicién del nivel de expresién de la proteina de puesto de control en el tumor antes de la administracién
de la combinacién.

[0036] Otras realizaciones de la invencion se tratan a lo largo de esta solicitud. Cualquier realizacién tratada en lo que
respecta a un aspecto de la invencién se aplica a otros aspectos de la invencién también y viceversa. Las realizaciones
en el apartado de los Ejemplos se entienden como realizaciones de la invencién que se aplican a todos los aspectos
de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0037] Los siguientes dibujos forman parte de la presente especificacién y se incluyen para probar adicionalmente
determinados aspectos de la presente invencién. Se puede entender mejor la invencién mediante referencia una o
mas de estas figuras en combinacién con la descripcién detallada de las realizaciones especificas presentadas en el
presente documento.

Figura 1A-1C Figura 1A: Gréfico representa un régimen de tratamiento de combinacién concurrente con inyeccién
intratumoral (IT) de mJX-594 y anticuerpo inhibidor de puesto de control de anti-PD-1 administrado por la via
intraperitoneal. Los ratones BALB/c competentes inmunolégicamente de 8 semanas de edad fueron inyectados con 5
x 10° de células Renca (cancer de rifién). Cuando el tamafio del tumor alcanzo = 0 50 mm3, los ratones se trataron
(Dia 0) con PBS (control, dias 0, 3, 6 y 9), solamente anticuerpo anti-PD-1 (Dias 0, 3, 6 y 9), solamente mJX-594 (Dias
0, 2y 4) o anti-PD-1 y mJX-594 administrados simultaneamente (administracién simultdnea de los agentes en los dias
0, 2y 4 seguido de la administracién de solamente anti-PD-1 el dia 6 y mJX-594 se administr6 por la via intratumoral
(IT) a una concentracién de 1x107 ufp y anti-PD-1 a una concentracién de 10 mg/kg por la via intraperitoneal (IP).
Figura 1B: Los ratones BALB/c hembras de ocho semanas de edad fueran inyectados con células RENCA (2x10° de
células) en 100 ul de PBS en la subcapsula del rifidn izquierdo. El dia 10 después de la implantacidn los ratones que
albergaban tumores Renca (50 mm3-100 mm?3tal como se observa con el sistema de imagenes in vivo IVIS® Spectrum)
se trataron por la via intraperitoneal (i.p) con (i) PBS (control) (ii) monoterapia de virus vaccinia (JX-929) (6x107 UFP
durante los dias 10, 11 y 12 después de la implantacién para un total de 3 dosis) (i) monoterapia de anti-PD1 (BioXcell,
Libano Occidental, NH, 100 pl) (dias 10, 11 y 12 después de la implantacién para un total de 3 dosis) o (iv) tratamiento
simultdneo con JX929 + anti-PD1 (cada uno se administr6 los dias 10, 11 y 12 después de la implantacién, con JX-
929 administrado por la mafiana e ICI por la tarde del mismo dia con un intervalo de 9 horas) de acuerdo con el
régimen indicado. Figura 1C: A los ratones Balb/c que tenian tumores Renca que superaban 50 mm?® se les
administraron cuatro dosis intratumorales de mJX594 (1 x 107 durante cada uno de los dias 0, 3, 6 y 9) o control de
PBS de acuerdo con el régimen de tratamiento indicado.

Figuras 2A-2B Figura 2A: El grafico representa los efectos de los regimenes de tratamiento descritos en la Figura 1A
sobre volumen de tumor. El tratamiento de combinacién concurrente (PD1+mJX594) suprimié de manera importante
el crecimiento tumoral (después de 18 dias después de la implantacién) en comparacién con otros grupos de
tratamiento. Figura 2B: la foto y el grafico representan el peso del tumor en cada grupo de tratamiento descrito en la
Figura 1A. El tratamiento de combinacién concurrente (PD1+mJX594) creo sinergias para reducir considerablemente
el volumen de tumor en relacidén con cualquier monoterapia.

Figuras 3A-3B. El tratamiento de combinacién concurrente con mJX-594 y anti-PD-1 administrados por la via IT
aumento6 considerablemente la infiltracién de células T intratumoral en comparacién con el tratamiento de control y
unico con cualquier agente. Los ratones se trataron de acuerdo con los regimenes de administracién descritos en la
Figura 1. Figura 3A: Las imagenes que muestran aumento marcado en infiltraciéon de células T CD8 en las dos regiones
peritumoral e intratumoral en el grupo de tratamiento de combinacién concurrente en comparacién con los grupos de
control y de monoterapia. Figura 3B: Gréaficos que muestran aumento marcado en infiltracién de células T CD8
peritumoral e intratumoral en el grupo de combinacién concurrente en comparacién con el control y cualquier
monoterapia.

Figuras 4A-4B. Tratamiento de combinacién concurrente con mJX-594 y anti-PD-1 por la via IT aumenta la expresién

de PD-L1 intratumoral. Los ratones se trataron de acuerdo con los regimenes de administracién descritos en la Figura

1. Figura 4A: Imégenes que muestran un aumento marcado en el nivel de expresién de PD-L1 en ambas regiones
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tumorales periférica y central en el grupo de tratamiento de combinacién concurrente en comparacién con el control y
cualquier monoterapia (tincién de PD-L1). Figura 4B: Imagenes que muestran un aumento marcado en la apoptosis
intratumoral en el grupo de tratamiento de combinacidén concurrente en comparacién con el control y cualquier grupo
de monoterapia.

Figuras 5A-5B. Células T CD8 y células supresoras derivadas de mieloides CD11b+Gr1+ (MDSCs) aumentan en el
grupo de terapia de combinacién concurrente en comparacién con el control. Figura 5A: gréficos de citometria de flujo
que muestran positividad para CD8 y Gr-1 en tumores para cada grupo de tratamiento, con un aumento importante de
células T CD8+ demostrado en tumores del grupo de combinacién concurrente en comparaciéon con cualquier
monoterapia. Un aumento en MDSCs también demuestra tener relacién con cualquier monoterapia. Figura 5B:
Gréficos de barras que muestran los resultados de citometria de flujo.

Figura 6. Gréafico que representa el régimen de tratamiento de combinacidén con inyeccién IT de anticuerpo inhibidor
de puesto de control de mJX-594 y anti-PD1 (+/- anti-CTLA4) administrado por la via intraperitoneal. Se inyectaron 5
x 10° de células Renca por la via subcutanea en el lomo derecho de ratones BALB/c de 8 semanas de edad. El
tratamiento se inicié (Dia 0) cuando el tamario del tumor alcanzé 50-100 mm3. El dia 0, los ratones (que tenian tumores
Renca) se trataron con PBS (control), combinacién de mJX-594+anti-PD1 administrada de manera secuencial,
combinacién de mJX-594+anti-PD-1 administrada simultdneamente y la triple combinacién de mJX-594+anti-PD-
1+anti-CTLA4 administrada simultaneamente. mJX-594 se administré a una concentracién de 1x10’ ufp por la via IT,
anti-PD1 a una concentracidén de 10 mg/kg por la via IP y anti-CTLA4 a una concentracién de 4 mg/kg por la via IP.

Figura 7. El gréafico representa los efectos de los regimenes de tratamiento descritos en la Figura 6 sobre volumen de
tumor. El tratamiento de combinacién concurrente con aPD1+mJX594 y aPD1+mJX594+aCTLA4 suprimi6é de manera
importante el crecimiento tumoral desde el dia 6 (después del tratamiento) en comparaciéon con otros grupos de
tratamiento y ambos grupos de tratamiento de combinacién concurrente retrasaron de manera significativa el
crecimiento tumoral en comparacién con control y el grupo de tratamiento de combinacién secuencial
(MJIX594—aPD1), en el que la regresién del tumor se observé desde el dia 12.

Figura 8. Gréafico que representa el régimen de tratamiento de combinacidén con inyeccién IT de anticuerpo inhibidor
de puesto de control de mJX-594 y anti-PD1 administrado por la via intraperitoneal. Se inyectaron 5 x 10° de células
Renca por la via subcuténea en el lomo derecho de ratones BALB/c de 8 semanas de edad. El tratamiento se inicid
(Dia 0) cuando el tamafio del tumor alcanzé 50-100 mm?®. El dia 0, los ratones (que tenian tumores de Renca) se
trataron con PBS (control), solamente anti-CTLA4, solamente mJX-594, combinacién de mJX-594+CTLA4
administrada de manera secuencial y combinacién de mJX-594+CTLA4 administrada simultdneamente. mJX-594 se
administré a una concentraciéon de 1x107 ufp por la via IT y anti-CTLA4 a una concentracion de 4 mg/kg.

Figura 9. El gréafico representa los efectos de los regimenes de tratamiento descritos en la Figura 8 sobre volumen de
tumor. El tratamiento de combinacion concurrente con mJX594+0aCTLA4 retrasé considerablemente el crecimiento
tumoral en comparacién con el tratamiento de combinacién secuencial con mJX594+aCTLA4 y cualquier monoterapia.

Figuras 10A-10B. Combinacién concurrente de mJX594 y anti-CTLA4 administrados por la via IT aumenta
notablemente la infiltracién tumoral de células T CD8+ y reduce el nivel de MDSC en comparacién con la combinacién
secuencial y cualquier monoterapia. Figura 10A: gréaficos de citometria de flujo que muestran positividad para CD8 y
Gr-1 en tumores para cada grupo de tratamiento, con un aumento importante de células T CD8+ y una disminucién en
MDSCs demostrados en tumores del grupo de combinacién concurrente en comparacién con el grupo de tratamiento
secuencial y cualquier monoterapia. Figura 10B: Gréaficos de barras que muestran los resultados de citometria de flujo.

Figura 11. Gréfico que representa el régimen de tratamiento de combinacién con inyeccién intravenosa (1V) de
anticuerpo inhibidor de puesto de control de mJX-594 y anti-PD1 administrado por la via intraperitoneal. Se inyectaron
5 x 10° de células Renca por la via subcutanea en el lomo derecho de ratones BALB/c de 8 semanas de edad. El
tratamiento se inicié (Dia 0) cuando el tamafio del tumor alcanzé 50-100 mm3. El dia 0, los ratones (que tienen tumores
de Renca) se trataron con PBS (control), solamente anti-PD1, solamente mJX-594 o0 mJX-594+anti-PD1 administrados
simultaneamente. mJX-594 se administré6 a una concentracion de 2 x 107 ufp por la via IV, anti-PD1 a una
concentracién de 10 mg/kg por la via IP.

Figura 12. El gréfico que representa los efectos de los regimenes de tratamiento descritos en la Figura 11 sobre
volumen de tumor. El tratamiento de combinacién concurrente con mJX594 IV+aPD1 fue deficiente en comparacion
con el tratamiento con solamente mJX594 y no mejor que el tratamiento con solamente aPD1.

Figura 13. Un grafico que muestra los cambios de pliegues (que tienen relacién con niveles de pretratamiento) de
proteinas de puesto de control inmunitario en ratones que tienen tumores de Renca tratados por la via intratumoral
con cuatro dosis de 1 x 107 ufp de mJX594mJX594 (virus vaccinia de Wyeth modificado para contener una alteracion
del gen timidina cinasa viral y la insercién de GM-CSF murino) administradas cada tres dias.

Figura 14. Da a conocer los datos acerca del numero de inyecciones de mJX594 y la inhibicién de crecimiento tumoral.
Para encontrar la inmunoterapia 6ptima con mJX594, se sometieron a prueba diferentes nimeros de dosis en cancer
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de rifién de Renca. El crecimiento tumoral se disminuy6 dependiendo del nUmero de dosis de mJX594.
50

Figura 15. Imagenes que muestran la concentracién intratumoral de células T CD8+ después del tratamiento con
mJX594.

Figura 16. Imagenes que muestran la concentracién intratumoral de células T CD8+ después del tratamiento con
mJX594. En tumores tratados con mJX594, se observaron los agregados de células linfaticas CD8+, que son similares
a foliculos linfaticos.

Figura 17. Datos que muestran que mJX594 aumenta el niUmero y la funcién efectora de células T CD8+ intratumorales.
La proporcion de células T CD8+ con las células T reguladoras aumentd después del tratamiento con mJX594. La
expresién de ICOS y granzima B en células T CD8+ aumenté después del tratamiento con mJX594. Aunque el nimero
de células T reguladoras CD4+Foxp3+CD25+ asi como células T CD8+ y CD4+ T aumentd simultdneamente en el
compartimento de célula linfatica, la proporcién de células T efectoras CD8+ y células T reguladoras aumenté mas en
comparacién con el control. Por otra parte, la expresién de ICOS y granzima B (GzB), que son marcadores
coestimuladores y de activacion para las células T, aument6 en células T CD8+.

Figura 18. Datos que muestran que el tratamiento con mJX594 generé repolarizacién de células mieloides (Ly6G-
Ly6C+1, Ly6G+Ly6Cint]). mJX594 aumenta células monociticas CD11b+Ly6G-Ly6C+ y reduce células mieloides de
granulocitos CD11b+Ly6G+Ly6Cint. En el analisis de subconjunto del compartimento de células mieloides, se
descubrieron los aumentos de células mieloides monociticas CD11b+Ly6G-Ly6C+ y la reduccién de células mieloides
de granulocitos con CD11b+Ly6G+Ly6Cint, indicando el aumento importante de la proporcién de monocitos en relacidn
con granulocitos mediante la administracién de mJX594.

Figura 19. Datos que muestran un esquema para el tratamiento con experimento de reduccién de anticuerpos. Para
determinar qué componentes del sistema inmune eran responsables de la eficacia terapéutica después del tratamiento
con mJX594, se analizé el efecto de reduccién para células T CD8+, células T CD4+ y GM-CSF en crecimiento tumoral
e inmunidad anticancer.

Figura 20. Datos que muestran que la reduccién de células T o GM-CSF anula de manera importante el efecto
anticancer de mJX594. Los dos tipos de células T CD8+ y CD4+ son mediadores imprescindibles para el efecto
anticancer del tratamiento con mJX594 y GM-CSF podria generar también beneficio inmunoterapéutico. Aunque se
detectd la inhibicidon tumoral eficiente con monoterapia con mJX594, la reduccién de cualquiera de los dos tipos de
células T CD8+ o CD4+ generd supresion del efecto terapéutico.

Figura 21. Datos que muestran que la reduccién de células T CD4+ o GM-CSF disminuy$ la infiltracién de células T
CD8+ intratumorales después de mJX594. La reduccién de células T CD4+ T aumenté las células T CD8+
intratumorales, sugiriendo que las células T CD4+ estaban implicadas en la activacién de las células T CD8+. La
reducciéon de GM-CSF redujo ambas células T CD8+ y CD4+. La reduccién de células T CD4+ T con la inyeccién de
mJX594 disminuy6 las células T CD8+ intratumorales, sugiriendo que las células T CD4+ estaban implicadas en la
activacién de las células T CD8+. En cambio, la reduccién de las células T CD8+ no indujo cambios significativos en
las células T CD4+ indicando que las células T CD8+ no afectaban a las células T CD4+. Estos datos mostraron que
el tratamiento con mJX594 indujo la imprimaciéon de células T CD8+ y CD4+ que son indicadores de inmunidad
anticancer. La infiltracién de las células T CD8+ y CD4+ es un indicador de un efecto anticancer.

Figura 22. Un esquema del experimento de terapia de triple combinacion de mJX594, aPD-1y aCTLA-4. mJX594.

Figura 23. Datos muestran que la triple combinacién de mJX594, aPD-1 y aCTLA-4 retras6 de manera significativa el
crecimiento del tumor. En particular, la triple combinacién de mJXx594, aPD-1 y aCTLA-4, provoca la regresién
completa de tumor de Renca en algunos ratones (37,5%). Mientras que la combinacién dual de aPD-1 y aCTLA-4
retrasa el crecimiento tumoral en 14,5% y la monoterapia con mJX594 inhibid el crecimiento tumoral en 36,9% en
comparacién con el control, la triple combinacién mostrd una inhibicién del crecimiento tumoral del 76,5%. En
particular, la triple combinacién de mJX594, aPD-1y aCTLA-4, causé regresién tumoral completa (tasa de respuesta
completa: 37,5%), lo cual no se observé en tumores tratados con ninguno de la combinacidén dual o0 monoterapia con
mJX594.

Figura 24. Datos muestran que la inmunoterapia con triple combinacién de mJX594, PD-1 y CTLA-4 prolonga la
supervivencia general. Los ratones tratas con la terapia de triple combinacién mostraron efectos del tratamiento
anticancer extraordinarios. Es mas, para confirmar si estos efectos anticancer potentes inducidos por la terapia de
triple combinacién podrian traducirse en beneficio de supervivencia a largo plazo, se llevé a cabo un analisis de
supervivencia en ratones que albergaban eltumor. Los ratones tratados con la terapia de triple combinacién mostraron
beneficio de supervivencia en comparacién con la monoterapia o la inmunoterapia de doble combinacién.

Figura 25. Un esquema del experimento de terapia de triple combinacion de mJX594, aPD-1 y aLAG3.
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Figura 26. Datos muestran que la triple combinacién de mJX594, aPD-1 y aLAG3 retrasé relativamente el crecimiento
del tumor. En este experimento, la triple combinacién no mostré una diferencia importante estadisticamente en
comparacién con la combinacién dual de mJX594 y aPD-1. Mientras que la combinacién dual de mJX594 y aPD-1
retrasé el crecimiento tumoral en 41,9% y la monoterapia con aLAG3 inhibid el crecimiento tumoral en 5,7% en
comparacién con el control. La triple combinacién mostré una inhibicién del crecimiento tumoral del 30,1%.

Figura 27. Datos muestran que la triple combinacién de mJX594, aPD-1y aLAG3 aument? las células T CD8+ y CD4+.
El anélisis de subconjunto del compartimento de células linfaticas revelé un aumento en el nUmero absoluto de células
T CD8+ y CD4+ intratumorales con tratamientos de combinaciones dual y triple.

Figura 28. Un esquema del experimento de la terapia de triple combinacién de mJX594, aPD-1 y aTIGIT.

Figura 29. Datos muestran que la triple combinacién de mJX594, aPD-1 y aTIGIT retrasé relativamente el crecimiento
del tumor. La triple combinacién no mostré diferencia importante en comparacién con la combinacién dual de mJX594
y aPD-1 en tumor de Renca.

Figura 30. Datos muestran que la triple combinacién de mJX594, aPD-1y aTIGIT aumenté las células T CD8+ y CD4+.
El anélisis de subconjunto del compartimento de células linfaticas revelé un aumento en el nUmero absoluto de células
T CD8+ y CD4+ intratumorales con tratamientos de combinaciones dual y triple.

Figura 31. Datos que muestran que mJX594 crea sinergias con el tratamiento con anti-PD1 para retrasar el crecimiento
tumoral. Para superar la resistencia a la monoterapia con IC| se evalué la combinacién de mJX594 y el bloqueo de
puesto de control inmunitario en el modelo de cancer de colon CT26. En este modelo, la monoterapia con aPD-1
mostré poco efecto sobre el crecimiento tumoral con monoterapia de mJX594 inhibiendo de manera moderada el
crecimiento tumoral. Sin embargo, la combinacién de terapia dual de anticuerpos mJX594 y aPD-1 dificulté
considerablemente el crecimiento tumoral.

Figura 32. Datos que muestran que la combinacién de mJX594 con el tratamiento con anti-PD1 aument6 las células
T CD8+ intratumorales. Junto con la inhibiciéon de crecimiento tumoral, el anélisis microscépico mostré concentracion
considerable de células T CD8+ en ambas regiones periférica y central de tumores tratados con terapia de
combinacion.

Figura 33A-33G. mJX594 (JX) provoca cambios dindmicos de genes relacionados el sistema inmunitario en TME
inmunosupresor. Se implantaron los tumores de Renca por la via s.c. a ratones BALB/c y se trataron con una Unica
inyeccion por la via it de 1 x 107 upf de mJX-594 cuando los tumores alcanzaron > 50 mm?3. (A) Imagenes
representativos de tumores de Renca tratados con JX. Tumores marcados con virus vaccinia (VV), CD31, CD8, CD1
1c y PD-L1. (B) Cuantificaciones de expresiones de virus vaccinia®, vasos sanguineos CD31*, células T citotéxicas
CD8*, células dendriticas CD11c* y células PD-L1*. (C) Cambios temporales de VV, CD8 y PD-L1 en el microambiente
tumoral después del tratamiento con JX. (D) Imagenes que muestran la expresiéon PD-L1 aumenta (rojo) en diferentes
tipos de células (verde) en el TME después del tratamiento con JX. Cabe sefialar que la expresién de PD-L1 se observd
principalmente en células tumorales Pan-CK* (puntas de flechas), pero algunas células mieloides CD11b* (puntas de
flechas) también expresaron ocasionalmente PD-L1, mientras que las células T CD3* no lo hicieron. (E) Mapa de calor
de expresién genética relacionada con el sistema inmunitario NanoString. Los colores rojo y verde representan los
aumentos y disminuciones, respectivamente. (F) Diagrama de volcdn que muestra las expresiones genéticas en
tumores tratados con JX. Se indican los genes que tienen relacién con la estimulacién inmunitaria. Linea roja indica p
< 0,05. (G) Comparacién de expresion genética que tiene relaciéon con los puestos de control inmunitarios inhibidores
(ICs), ICs agonisticos, respuesta de Th1, respuesta de Th2, TME y célula mieloide. A menos que se indique lo
contrario, n = 5 para cada grupo. Los valores son la media de +SEM. *p < 0,05 versus control. Barras de escala, 50
pm. Algunos datos también se muestran en la Figura 13.

Figura 34A-34M JX suprime el crecimiento tumoral mediante la aumentada infiltracién de células T y la modulacion de
células mieloides. Los ratones que tenia tumor de Renca se trataron por la via i.t. con PBS o 1 x 107 ufp de JX desde
1 hasta 3 veces. (A-B) Comparacién del crecimiento tumoral en ratones tratados con JX. La media (A) y la curva del
crecimiento tumoral individual (B) a lo largo del tiempo. (C-D) Imagenes representativos (C) y comparaciones (D) de
célula T CD8" en regiones peritumoral o intratumoral de tumores tratados con desde 1 hasta 3 veces de JX. (E)
Diagrama citometria de flujo representativo que muestra las fracciones de células T CD8* y CD4* T en tumores. (F)
NUmeros absolutos de células T CD8" y CD4" por gramo de tumor calculados a partir de la citometria de flujo. (G)
Comparacién de fracciones de CD45*, CD8* y CD4* en tumores tratados con la triple administracién de JX. (H-J)
Comparaciones de fracciones de CD4"Foxp3*CD25* (Treg), proporcién de CD8/Treg, CD8*ICOS* y CD8*GzB* en el
tumor. (K) Comparacién de fracciones de células mieloides CD11b*Gr1* en el tumor. (L) Diagrama de citometria de
flujo que muestra las fracciones de células mieloides CD11b* en el tumor. (M) Comparacién de fracciones de células
mieloides monociticas Ly6G-Ly6C*, células mieloides de granulocitos Ly6G*LyBC™ y proporcion de monocitos/
granulocitos en CD11b* en el tumor. A menos que se indique lo contrario, n = 5~ 6 para cada grupo. Los valores son
la media de +SEM. *p < 0,05 versus control; #p < 0,05 versus JX x1; ¥p < 0,05 versus JX x2. ns, no significativo. Barras
de escala, 100 um. Algunos datos también se muestran en las Figuras 19-21.
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Figura 35A-35E Inyecciones intratumorales de JX inducen infiltracién de linfocitos CD8* en ambos tumores local y
alejado. Los ratones se inyectaron por la via s.c. con Renca en el lomo derecho y con tumor de Renca o CT26 en el
lomo izquierdo. Las flechas indicaron el tratamiento con JX por la via i.t. (A) Diagrama esquematico de implantacién
tumoral y tratamiento y curvas de crecimiento de tumor Renca inyectado con JX y tumor de Renca no inyectado. (B-
C) Imagenes representativas (B) y de comparaciones (C) de células T CD8* (verde) en los tumores inyectados con JX
y no inyectados. (D) Diagrama esquematico de implantacién y tratamiento y curva de crecimiento de tumor de Renca
inyectado con JX y tumor CT26 no inyectado. (E-F) Imagenes representativas (E) y de comparaciones (F) de células
T CD8* (verde) en los tumores inyectados con JX y alejados. A menos que se indique lo contrario, n = 5 para cada
grupo. Los valores son la media de +SEM. *p < 0,05 versus control. ns, no significativo. Barras de escala, 50 um.

Figura 36A-36D La inmunidad antitumoral juega un papel importante en la eficacia terapéutica general de JX. Los
ratones se implantaron con Renca por la via s.c. y se trataron con JX por la via i.t. 0 con anticuerpos reductores por la
via i.p. para las células T CD8*, CD4" o GM-CSF de raton. (A) Esquema del tratamiento. (B-C) Comparacion del
crecimiento tumoral en ratones tratados con JX o anticuerpos reductores. La media (B) y la curva del crecimiento
tumoral individual (C) a lo largo del tiempo. *p < 0,05 versus control; ®p < 0,05 versus aGM-CSF. (D-E) Nameros
absolutos de células T CD8* (D) y CD4" (E) por gramo de tumores tratados con JX y anticuerpos reductores de células
inmunitarias. A menos que se indique lo contrario, h = 7~ 8 para cada grupo. Los valores son la media de +SEM. *p <
0,05 versus control; #p < 0,05 versus VX; ®p < 0,05 versus aGM-CSF. ns, no significante.

Figura 37A-37E Terapia de combinacién de JX y aPD- 1 que suscita de manera sinérgica la inmunidad tumoral
mediada por las células T CD8*. Los ratones que albergaban los tumores de Renca se trataron con cualquiera de PBS,
JX, anticuerpo aPD-1 o JX plus anticuerpo aPD- 1. (A-B) Comparacién del crecimiento tumoral en ratones tratados
con JX y/o anticuerpo aPD-1. La media (A) y la curva del crecimiento tumoral individual (B) a lo largo del tiempo. (C-
D) Imagenes representativas (C) y comparaciones (D) de células T CD8*, vasos sanguineos CD31", células
apoptéticas de caspasa3 activadas (Casp3)* y células PD-L1* en tumor tratado con JX y/o anticuerpo aPD-1. (E)
Diagrama que representa la superacién de TME inmunocompresivo mediante terapia de combinacién de JX y bloqueo
de aPD-1. A menos que se indique lo contrario, n = 7 para cada grupo. Los valores son la media de +SEM. *p < 0,05
versus control; #p < 0,05 versus JX; ®p < 0,05 versus aPD-1. ns, no significativo. Barras de escala, 100 um. Algunos
datos también se muestran en las Figuras 19-21.

Figura 38A-38F La eficacia de inmunoterapia de combinacién con JX y ICls sistémicos en gran parte no esté afectada
por el plan de tratamiento. Los ratones se implantaron por la via s.c. con tumor de Renca y se trataron con JX plus
ICls segun diferentes planes. (A) Diagrama que representa varios planes de tratamiento. Las flechas indican el
tratamiento con cualquiera de los dos JX administrado por la via i.t. (flechas rojas) o administracién sistémica del
bloque de puesto de control inmunitario (flechas azules). (B-C) Comparaciéon del crecimiento tumoral en ratones
tratados con JX y anticuerpo aPD-1 utilizando planes temporales diferentes. La media (B) y la curva del crecimiento
tumoral individual (C) a lo largo del tiempo. (D) Diagrama de citometria de flujo representativo que muestra las
fracciones de células T CD8* y CD4" infiltradas en tumores. (E-F) Comparaciones de nimeros absolutos de células
CD8*, CD4*, CD8*ICOS* y CD8*GzB* por gramo de tumores. A menos que se indique lo contrario, n = 7 para cada
grupo. Los valores son la media de +SEM. *p < 0,05 versus control. ns, no significativo.

Figura 39A-39E La triple combinacién de anticuerpos JX, aPD-1y aCTLA-4 lleva a regresién completa y supervivencia
general mejorada. Los ratones se implantaron con tumores de Renca por la via s.c. y se trataron con JX en presencia
0 ausencia del bloqueo de puesto de control inmunitario para PD-1 y CTLA-4. (A-B) Comparacién del crecimiento
tumoral en ratones tratados con JX y/o bloqueos de puestos de control inmunes. La media (A) y la curva del crecimiento
tumoral individual (B) a lo largo del tiempo. (C) Diagrama en cascada que muestra los cambios de porcentajes maximos
desde la base de referencia en tamafio de tumor. (D) Diagrama de Kaplan-Meier de supervivencia general. (E)
Comparacién de tamafio de tumor después de un nuevo desafio de células tumorales Renca en ratones con regresién
tumoral completa. A menos que se indique lo contrario, n = 8 para cada grupo. *p < 0,05 versus control; #*p < 0,05
versus JX: ¥p < 0,05 versus aPD-1+ aCTLA-4. ns, no significativo. Algunos datos se muestran en las Figuras 23 y 24.

Figura 40A-40L. La terapia de combinacién triple retrasa el crecimiento tumoral y metastasis en un modelo de cancer
de pecho espontaneo. El crecimiento tumoral se analizd cada semana en tumores mamarios espontaneos de ratones
MMTV-PyMT empezando desde las 9 semanas después de nacimiento. Las muestras se recogieron a las 13 semanas
después del nacimiento. (A) Diagrama que representa plan de tratamiento. Las flechas indican el tratamiento mediante
cualquiera de las dos administracién i.t. de JX o administracidn sistémica de anticuerpos aPD-1y aCTLA-4. (B) Imagen
representativa que muestra aparicion total de tumores. Los circulos con lineas de puntos delimitan nédulos tumorales
mamarios palpables. (C) Comparacidén de la carga tumoral total. La carga tumoral se calculé mediante la suma del
volumen de cada nédulo tumoral por ratén. (D) Comparacién del ndmero de nédulos tumorales palpables. (E)
Comparacién del volumen de cada nédulo tumoral. Cada nédulo tumoral en ratones MMTV-PyMT se marcé como un
punto individual. (F) Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia general. (G) Secciones tumorales con H&E que
muestran regiones intratumorales. Las estructuras acinares de grupos JX y JX+P+C son lesiones tempranas, menos
invasivas (Ea) que muestran el limite marcado con el tejido adiposo mamario adyacente (Adi). Mientras que las
regiones de carcinoma ductal invasivo (Ca) de Cont y P+C han invadido masivamente el tejido adyacente y han
formado hojas sélidas de células tumorales sin estructura acinar residual. Barras de escala, 200 pm. (H-J) Imagenes
representativas y comparaciones de células T CD8"* (H e |) y vasos sanguineos tumorales CD31* (H y J) en tumor. (K)
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Secciones pulmonares de representacién marcadas con H&E. Las flechas indican focos metastésicos. Barras de
escala, 200 um. (L) Comparacién del nimero de colonias metastasicas por secciéon pulmonar. A menos que se indique
lo contrario, n = 6~ 7 para cada grupo. Los valores son la media de +SEM. *p < 0,05 versus control; #p < 0,05 versus
JX; ¥p < 0,05 versus aPD-1+ aCTLA-4. ns, no significativo. Barras de escala, 100 pm.

Figura 41. El virus vaccinia no se detecta en tumores alejados. Aunque la replicacién de virus vaccinia sélido (VV)
(verde) se observa en la parte derecha, tumores inyectados, el virus vaccinia no se detecta en la parte izquierda,
tumores no inyectados. Barras de escala, 100 um.

Figura 42A-42H. Terapia de combinacion de JX y *CT- LA-4 suscita de manera sinérgica la inmunidad tumoral mediada
por las células T CD8". Los ratones que albergaban los tumores de Renca se trataron con cualquiera de PBS, JX,
anticuerpo aCTLA-4 o JX plus anticuerpo aCTLA-4. (A-B) Comparacién del crecimiento tumoral en ratones tratados
con JX y/o anticuerpo aCTLA-4. La media (A) y la curva del crecimiento tumoral individual (B) a lo largo del tiempo.
(C-E) Imagenes y comparaciones de células T CD8"* (C y D) y vasos sanguineos CD31" (C y E) en tumor. (F-H)
Numeros absolutos de células inmunitarias CD45+ (F), células T CD8+ (G) y células CD4+ (H) por gramo de tumores
tratados con JX y/o anticuerpo aCT- LA-4. Los valores son la media de +SEM. *p < 0,05 versus control; #p < 0,05
versus JX: ¥p < 0,05 versus aCTLA-4. ns, no significativo. Barras de escala, 100 ym.

Figura 43A-43E. JX potencia la eficacia anticancer con respuesta inmune de "CTLA-4 independientemente de los
planes de tratamiento. (A-B) Comparacién del crecimiento tumoral en ratones tratados con JX y anticuerpo aCTLA-4
utilizando esquemas temporales diferentes. La media (A) y la curva del crecimiento tumoral individual (B) a lo largo del
tiempo. (C) Diagrama de citometria de flujo representativo que muestra las fracciones de células T CD8" y CD4*
infiltradas en tumores en el tumor. (D- E) NUmeros absolutos de células CD8+, CD4+, CD8+ICOS+ y CD8+GzB+ por
gramo de tumores tratados con JX y anticuerpo aCTLA-4. Los valores son la media de +SEM. *p < 0,05 versus control.
ns, no significativo. Algunos datos también se muestran en la Figura 38.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

. DEFINICIONES SELECCIONADAS

[0038] Los términos «que inhibex, «que reduce» o «prevencion» o cualquier variacion de estos términos, cuando se
utilizan en las reivindicaciones y/o la especificacién incluyen cualquier disminucién medible o inhibicién completa para
alcanzar un resultado deseado.

[0039] Tal como se utiliza en el presente documento, el término «combinacién» significa la administracién combinada
de agentes anticancer, méas especificamente, el virus vaccinia oncolitico tal como se define en las reivindicaciones y
el inhibidor de puesto de control, que se puede administrar en una dosis independiente o mediante el uso de diferentes
combinaciones fijas con cantidades diferenciadas de materiales de combinacién. El término «combinaciény también
define un «kit» que comprende los materiales de combinacién que se deben administrar de manera simultanea.
Preferiblemente, los intervalos de tiempo entre las administraciones simultaneas consecutivas de los materiales de
combinacién se eligen de tal modo que la combinacién de agentes muestra un efecto sinérgico. Tal como se utiliza en
el presente documento, el término «sinérgico» o «sinergia» significa que el efecto se lora con las combinaciones de
agentes anticancer incluidas en esta invencién es superior a la suma de los efectos que son el resultado del uso de
agentes anticancer, es decir, el virus vaccinia oncolitico y el inhibidor de puesto de control inmunitario como una
monoterapia. De manera ventajosa, tal sinergia proporciona mayor eficacia en algunas dosis y/o previene el desarrollo
de resistencia a multifarmacos.

[0040] El término «cancer refractario», tal como se utiliza en el presente documento hace referencia a cancer que o
falla en responder de manera favorable a un tratamiento antineopléasico o de manera alternativa se repite o recae
después de responder favorablemente a un tratamiento antineoplasico. Por consiguiente, «un cancer refractario para
un tratamiento» tal como se utiliza en el presente documento significa un cancer que falla en responder de manera
favorable a, o es resistente al tratamiento o de manera alternativa se repite o recae después de responder
favorablemente al tratamiento. Por ejemplo, dicho tratamiento anterior puede ser un régimen de quimioterapia o puede
ser un régimen de inmunoterapia que comprende la administraciéon de un anticuerpo monoclonal que se une de manera
especifica a PD-1, PD-L1 o CTLAA4.

[0041] El uso de la palabra «un» o «una» cuando se utiliza junto con el término «que comprende» en las
reivindicaciones y/o la especificacién puede significar «uno», pero también es consistente con el significado de «uno
0 M&sy», «como Minimo uno» y «uno 0 méas de unoy.

[0042] Se contempla que cualquier reivindicacion tratada en el presente documento se puede implementar en lo que
se refiere a cualquier procedimiento o composicidn de la invencién y viceversa.

[0043] A lo largo de esta solicitud, el término «aproximadamente» se utiliza para indicar que un valor incluye la
desviacion estandar de error para el dispositivo o el procedimiento que se utiliza para determinar el valor.
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[0044] EI uso del término «o» en las reivindicaciones se utiliza para significar «y/o» a menos que se indique
explicitamente lo contrario para hacer referencia a alternativas solamente o las alternativas son mutuamente
exclusivas, aunque la divulgacidén apoya a una definicién que se refiere a alternativas solamente e «y/o».

[0045] Tal como se utiliza en esta especificacién y reivindicacion(es), las palabras «que comprende» (y cualquier forma
de que comprende, tal como «comprender» y «comprende»), «que tiene» (y cualquier forma de que tiene tal como
«tener» y «tiene»), «que incluye» (y cualquier forma de que incluye tal como «incluye» e «incluir») o «que contiene»
(y cualquier forma de que contiene tal como «contiene» y «contener») son inclusivas e indefinidas y no excluyen
elementos o etapas de procedimientos adicionales, no enumerados.

[0046] Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invenciéon seran evidentes a partir de la siguiente
descripcién detallada.

[0047] La presente invencidn se define en las reivindicaciones. Se ha descubierto que la terapia de combinacién con
un virus vaccinia oncolitico tal como se define en las reivindicaciones y un inhibidor de puesto de control da como
resultado una mejoria no esperada en el tratamiento de cancer. Cuando los agentes se administran simultdneamente
y se administra el virus vaccinia oncolitico, los agentes interactian en conjunto e incluso de manera sinérgica para
generar efectos antitumorales mejorados significativamente en lo que se refiere a la administracién Unica de cualquier
agente. De manera sorprendente, estos efectos no se observan de manera destacada, si los agentes se administran
consecutivamente. En algunas realizaciones, la terapia de combinacién genera efectos sinérgicos, cuando el virus
oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral. En algunas realizaciones, la terapia de combinacién genera
efectos sinérgicos, cuando el virus oncolitico replicativo se administra mediante administracién intravenosa. En
algunas realizaciones, la terapia de combinacién genera efectos sinérgicos, cuando el virus oncolitico replicativo se
administra mediante administracion intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se
administra solamente mediante la administracién intratumoral. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo
se administra solamente mediante la administracién intraarterial. En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de
control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, la terapia de combinacién genera efectos
sinérgicos cuando el virus oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral y el inhibidor de puesto de control
se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, la terapia de combinacién genera efectos sinérgicos,
cuando el virus oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral y el inhibidor de puesto de control se
administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, la terapia de combinacién genera efectos sinérgicos, cuando
el virus oncolitico replicativo se administra por la via intraperitoneal y el inhibidor de puesto de control se administra
por la via sistémica. En algunas realizaciones, la terapia de combinacién genera efectos sinérgicos, cuando el virus
oncolitico replicativo se administra por la via intraarterial y el inhibidor de puesto de control se administra por la via
sistémica.

[0048] Adicionalmente se ha descubierto que el virus vaccinia oncolitico aumenta la expresién de proteinas de puesto
de control tales como PD-1, PD-L1, CTLA-4, TIM3, LAG3 y TIGIT en tumores humanos sensibilizando de este modo
los tumores al tratamiento con inhibidores de puesto de control y estimulando la terapia de combinacién presente no
solamente en pacientes que padecen tumores que expresan un inhibidor de puesto de control de la combinacién, pero
también en pacientes con tumores que no expresan un inhibidor de puesto de control de la combinacién o expresan
niveles relativamente bajos de inhibidor de puesto de control.

[0049] Se da a conocer una terapia de combinacién para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1.En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico capaz de replicarse se administra por la via intratumoral. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico capaz de replicarse se administra por la via intravenosa. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico capaz de replicarse se administra solamente por la via intratumoral. En
algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico capaz de replicarse se administra solamente por la via intraarterial.
En algunas realizaciones, la terapia de combinacién genera efectos sinérgicos, cuando el virus oncolitico replicativo
se administra mediante administracién intraperitoneal. En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control se
administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la via
intratumoral y el inhibidor de puesto de control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus
oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral y el inhibidor de puesto de control se administra por la via
sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la via intraperitoneal y el inhibidor
de puesto de control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se
administra por la via intraarterial y el inhibidor de puesto de control se administra por la via sistémica.

II. VIRUS VACCINIA ONCOLITICO

[0050] Virus vaccinia es un virus largo, complejo envuelto que tiene un genoma de ADN bicatenario lineal de
aproximadamente 190K bp y que codifica aproximadamente 250 genes. Vacuna (vaccinia) se conoce bien por su papel
como una vacuna que elimind la viruela. Después de la eliminacién de la viruela, los cientificos han ido explorando el
uso de la vacuna como una herramienta de administracién de genes a tejidos biol6gicos (terapia genética y
modificacién genética). El virus vaccinia es Unico entre los virus de ADN debido a que se replica solamente en el
citoplasma de la célula huésped. Por consiguiente, se necesita un genoma largo para codificar diferentes enzimas y
proteinas necesarias para la replicacién de ADN viral. Durante la replicacién, la vacuna produce diferentes formas de
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infeccién que se diferencian por sus membranas exteriores: el viribn maduro intracelular (IMV), el virién intracelular
con envoltura (IEV), el virién con envoltura asociada a célula (CEV) y el virién extracelular con envoltura (EEV). IMV
es la forma infecciosa méas abundante y se cree que es la responsable de la propagacién entere huéspedes. Por otra
parte, se cree que el CEV juega un papel en la propagacion de célula a célula y se cree que el EEV es importante para
la diseminacién en el organismo huésped.

[0051] Una cepa oncolitica de virus vaccinia tal como se reivindica se administra al mismo tiempo con un inhibidor de
puesto de control de acuerdo con los procedimientos descritos en el presente documento. En realizaciones preferidas,
el virus vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Copenhagen, Western Reserve, Lister o Wyeth, mas preferiblemente
una cepa Western Reserve o Wyeth. El genoma de la cepa de vacuna Western Reserve ha sido secuenciada (nimero
de adhesiéon AY243312). En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Copenhagen.
En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Western Reserve. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Lister. En algunas realizaciones, el virus vaccinia
oncolitico replicativo es una cepa Wyeth.

[0052] El virus vaccinia oncolitico replicativo se puede modificar para que carezca de uno o mas genes funcionales
para aumentar la selectividad del cancer del virus. En algunas realizaciones preferidas, el virus vaccinia oncolitico se
modifica para que carezca de la actividad de timidina cinasa (TK). Un virus vaccinia deficiente de TK necesita trifosfato
de timidina para la sintesis de ADN, lo que lleva a la replicacién preferencial en la divisiéon de células (particularmente
células cancerigenas). En otro aspecto, el virus vaccinia oncolitico se puede modificar para que carezca del factor de
crecimiento de virus vaccinia (VGF). Esta proteina secretada se produce durante etapas tempranas del proceso de
infeccién, actuando como un mitégeno para las células adyacentes principales durante la infeccién. En otro aspecto,
el virus vaccinia oncolitico se puede modificar para que carezca de las dos actividades VFG y TK. En otros aspectos,
el virus vaccinia oncolitico se puede modificar para que carezca de uno o méas genes implicados en la evasién de la
respuesta al interferon huésped (IFN), tales como E3L, K3L, B18R o B8R. En algunas realizaciones preferidas, el virus
vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Western Reserve, Copenhagen, Lister o Wyeth y carece de un gen de TK
funcional. En otras realizaciones, el virus vaccinia oncolitico es una cepa Western Reserve, Copenhagen, Lister o
Wyeth que carece de un gen B18R y/o B8R funcional. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo
es una cepa Western Reserve, Copenhagen, Lister o Wyeth y carece de un gen de TK funcional. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Western Reserve y carece de un gen de TK funcional.
En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Copenhagen y carece de un gen de TK
funcional. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Lister y carece de un gen de
TK funcional. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Wyeth y carece de un gen
de TK funcional. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico es una cepa Western Reserve, Copenhagen,
Lister o Wyeth y carece de un gen B18R y/o B8R funcional. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico es
una cepa Western Reserve que carece de un gen B18R y/o B8R funcional. En algunas realizaciones, el virus vaccinia
oncolitico es una cepa Copenhagen que carece de un gen B18R y/o B8R funcional. En algunas realizaciones, el virus
vaccinia oncolitico es una cepa Lister que carece de un gen B18R y/o B8R funcional. En algunas realizaciones, el virus
vaccinia oncolitico es una cepa Wyeth que carece de un gen B18R y/o B8R funcional. En algunas realizaciones, el
virus vaccinia oncolitico replicativo es una cepa Western Reserve, Copenhagen, Lister o Wyeth y carece de un gen de
TK funcional, asi como carece de un gen B18R y/o B8R funcional. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico
replicativo comprende genes 14L y/o FAL funcionales. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo
no expresa una quimiocina (por ejemplo, el virus vaccinia no expresa CXCL-11).

[0053] En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo de la combinacién comprende genes 14L y/o
F4L funcionales.

[0054] En otras realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo de la combinacién no expresa una quimiocina (por
ejemplo, el virus vaccinia no expresa CX-CL-11).

[0055] Se puede colocar la secuencia heterdloga (por ejemplo, una citocina y/o un antigeno tumoral) bajo el control de
un promotor de virus vaccinia e integrarla en el genoma del virus vaccinia. Alternativamente, la expresién de la
secuencia heteréloga se puede conseguir mediante la transfeccién de un vector o plasmido portador tal como aquellos
enumerados en la Tabla 1 de Técnicas actuales en biologia molecular, (Ed. Ausubel, et al.) La unidad 16.17.4 (1998)
contiene la secuencia controlada por el promotor de vacuna en una célula que ha sido infectada con el virus vaccinia
e introduce la secuencia heteréloga mediante recombinacién homdloga. Se da preferencia a los promotores del virus
vaccinia tardios fuertes, cuando se necesitan niveles altos de expresién. También se pueden utilizar promotores de
etapa temprana e intermedia. En algunas realizaciones, la secuencia heter6éloga se encuentra bajo el control de un
promotor de virus vaccinia que contiene elementos de promotor temprano y tardio. Los promotores tempranos
adecuados incluyen sin limitacién un promotor del gen de virus vaccinia que codifica el polipéptido 42K, 19K o 25K.
Los promotores tempranos tardios adecuados incluyen, sin limitacién, un promotor del gen de virus vaccinia que
codifica el polipéptido 7,5 K. Los promotores tardios adecuados incluyen, sin limitacién, un promotor del gen de virus
vaccinia que codifica el polipéptido 11K o 28K. En realizaciones relacionadas, la secuencia heteréloga se inserta en
una secuencia de TK y/o VGF para desactivar la secuencia de TK y/o VGF.

[0056] En algunas realizaciones, los virus vaccinia oncoliticos replicativos descritos en el presente documento se
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administran por la via intratumoral en combinacién con uno o mas inhibidores de puesto de control. En algunas
realizaciones, los virus vaccinia oncoliticos replicativos descritos en el presente documento se administran por la via
intravenosa (IV; o por la via intravascular) en combinacién con uno o mas inhibidores de puesto de control. En algunas
realizaciones, los virus vaccinia oncoliticos replicativos se administran por la via intraperitoneal (IP) en combinacién
con uno o mas inhibidores de puesto de control. En algunas realizaciones, los virus vaccinia oncoliticos replicativos se
administran por la via intraarterial en combinacién con uno o méas inhibidores de puesto de control. En algunas
realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra solamente mediante la administracién intratumoral. En
algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral y el inhibidor de puesto de
control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la
via intravenosa y el inhibidor de puesto de control se administra por la via sistémica. En algunas realizaciones, el virus
oncolitico replicativo se administra por la via intraperitoneal y el inhibidor de puesto de control se administra por la via
sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por la via intraarterial y el inhibidor de
puesto de control se administra por la via sistémica. La administracién intratumoral implica generalmente una inyeccién
en una masa tumoral o una vasculatura asociada a tumor. En determinados aspectos, el tumor se escanea antes de
o durante una administracién del virus. La administracién intravascular implica generalmente una inyeccién en el
sistema vascular y es una forma de administracidn sistémica. La administracién intraperitoneal implica generalmente
una inyeccién en el peritoneo (por ejemplo, cavidad corporal). En algunas realizaciones, los virus vaccinia oncoliticos
replicativos se administran en combinacién con uno o mas inhibidores de puesto de control y ambos se administran
de manera sistémica, por ejemplo, mediante administracién |V. En algunas realizaciones, los virus vaccinia oncoliticos
replicativos se administran en combinacién con uno o0 mas inhibidores de puesto de control, en donde el virus vaccinia
oncolitico replicativo se administra por la via intratumoral y uno o més inhibidores de puesto de control se administran
por la via sistémica, por ejemplo, mediante administracién |V. En algunas realizaciones, los virus vaccinia oncoliticos
replicativos se administran en combinacién con uno o mas inhibidores de puesto de control, en donde el virus vaccinia
oncolitico replicativo se administra por la via intraperitoneal y uno o0 més inhibidores de puesto de control se administran
por la via sistémica, por ejemplo, mediante administracion IV. En algunas realizaciones, los virus vaccinia oncoliticos
replicativos se administran en combinacién con uno o mas inhibidores de puesto de control, en donde el virus vaccinia
oncolitico replicativo se administra por la via intraarterial y uno o més inhibidores de puesto de control se administran
por la via sistémica, por ejemplo, mediante administracién V.

[0057] Los virus vaccinia oncoliticos tal como se reivindican se pueden administrar en una administracién Unica o
administraciones multiples (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 més veces). El virus se puede administrar a una dosis de
1 x 10°% de unidades formadoras de placas (UFP), 5 x 10° UFP, 1 x 10° UFP, como minimo 1 x 10° UFP, 5 x 10% o
aproximadamente 5 x 108 UFP, 1 x 107, como minimo 1 x 107 UFP, 1 x 108 o aproximadamente 1 x 108 UFP, como
minimo 1 x 108 UFP, aproximadamente o como minimo 5 x 108 UFP, 1 x 10° o como minimo 1 x 10° UFP, 5x 10° o
como minimo 5 x 10° UFP, 1 x 10" UFP o como minimo 1 x 100 UFP, 5 x 10'°® 6 como minimo 5 x 10'°® UFP, 1 x 10"
0 como minimo 1 x 10", 1 x 10" 0 como minimo 1 x 102 1 x 10" o0 como minimo 1 x 10", Por ejemplo, el virus se
puede administrar a una dosis de entre aproximadamente 10°-10"3 ufp, entre aproximadamente 107-10'3 ufp, entre
aproximadamente 10%-10'3 ufp, entre aproximadamente 10° 10" ufp, entre aproximadamente 108-10'2 ufp, entre
aproximadamente 107-10'? ufp, entre aproximadamente 10%-10"2 ufp, entre aproximadamente 10°-10° ufp, entre
aproximadamente 10°%-108 ufp, entre aproximadamente 107-10'° ufp, entre aproximadamente 107-10° ufp, entre
aproximadamente 108-10'° ufp o entre aproximadamente 108-10° ufp. Preferiblemente, el virus se administra a una
dosis de como minimo 107 ufp, entre 107 y 10" ufp, entre 107-10° ufp, entre 107-102 ufp, entre 108-10"° ufp, entre 108-
10° ufp o entre 10%y 10'° ufp.

[0058] Se contempla que una dosis Unica del virus se refiera a la cantidad administrada a un sujeto o un tumor durante
un periodo de tiempo de 0,1, 0,5, 1, 2, 5, 10, 15, 20 0 24 horas incluyendo todos los valores entre medio. La dosis se
puede repartir a lo largo de un periodo de tiempo 0 mediante una inyeccién separada. Tipicamente las dosis multiples
se administran a la misma regién diana, tal como en las proximidades de un tumor. En determinados aspectos, la dosis
viral se administra mediante un dispositivo de inyeccién que comprende una jeringuilla 0 una aguja con orificio Unico
o multiples orificios en una Unica aguja o multiples puntas acopladas a una jeringuilla o una combinacién de los mismos.
Se puede administrar una Unica dosis del virus vaccinia o se pueden administrar los multiples dosis a lo largo de un
periodo de tratamiento que puede comprender 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12 0 mas semanas. Por ejemplo, el virus
vaccinia se puede administrar cada dos dias, cada semana, cada dos semanas, cada tres semanas durante un periodo
de tiempo de 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas meses.

[0059] Se puede difundir el virus vaccinia utilizando los procedimientos descritos en Earl y Moss en Ausubel et al,
1994 o los procedimientos descritos en la Publicacidén de la OMPI nimero WO2013/022764.

. INHIBIDORES DE PUESTO DE CONTROL (ICis)

[0060] Las proteinas de puesto de control inmunitario interactian con ligandos especificos que envian una sefial a
células T que inhiben la funcién de células T. Las células cancerigenas lo aprovechan impulsando algo nivel de
expresion de proteinas de puesto de control en sus superficies suprimiendo de este modo la respuesta inmune
anticancer.

[0061] Un inhibidor de puesto de control inmunitario (también denominado un ICI) para ser utilizado en la combinacién
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farmacéutica tal como se reivindica es cualquier compuesto capaz de inhibir la funcién de una proteina de puesto de
control inmunitario La inhibicién incluye la reduccién de funcién, asi como el bloque completo.
[0062] Elinhibidor de puesto de control inmunitario es un inhibidor de un puesto de control inmunitario humano.

[0063] Las proteinas de puesto de control incluyen, sin limitacién, CTLA-4, PD-1 (y sus ligandos PD-L1 y PD-L2), B7-
H3, B7-H4, HVEM, TIM3, GAL9, LAG3, VISTA, KIR, BT- LA, TIGIT y/o IDO. Las vias que implican LAG3, BTLA, B7-
H3, B7-H4, TIM3 y KIR estan reconocidas en la técnica para constituir vias de puesto de control inmunitario similares
a las vias dependientes de CTLA-4 y PD-1 (véase, por ejemplo, Pardoll, 2012, Nature Rev Cancer 12:252-264;
Mellman et al., 2011, Nature 480:480-489). En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control es un inhibidor
de CTLA- 4, PD-1(y sus ligandos PD-L1 y PD-L2), B7-H3, B7- H4, HVEM, TIM3, GAL9, LAG3, VISTA, KIR, BTLA,
TIG-IT y/o IDO. En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control inmunitario es un inhibidor de PD-1, PD-
L1, CTLA-4, LAG3, TIGIT y/o TIM3. En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control inmunitario es un
inhibidor de PD-1. En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control inmunitario es un inhibidor de PD-L1. En
algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control inmunitario es un inhibidor de CTLA-4. En algunas
realizaciones, el inhibidor de puesto de control inmunitario es un inhibidor de TIGIT. En algunas realizaciones, el
inhibidor de puesto de control inmunitario es un inhibidor de LAG3. En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de
control inmunitario es un inhibidor de TIM3.

[0064] En algunas realizaciones, el inhibidor de puesto de control inmunitario de la combinacién es un anticuerpo. El
término «anticuerpo» tal como se utiliza en el presente documento abarca los anticuerpos de origen natural y
modificados, asi como los anticuerpos de longitud completa o fragmentos funcionales o analogos de los mismos que
son capaces de unirse, por ejemplo, al puesto de control o epitopo diana (por ejemplo, conservando la parte de unidn
a antigeno). El anticuerpo para ser utilizado de acuerdo con los procedimientos descritos en el presente documento
puede ser de cualquier origen que incluye, sin limitacién, origen humano, humanizado, animal o quimérico y puede ser
de cualquier isotipo con una preferencia para un isotipo 1IgG1 o 1gG4 y adicionalmente puede ser glicosilado o no
glicosilado. Eltérmino anticuerpo incluye también anticuerpos biespecificos o multiespecificos siempre y cuando el(los)
anticuerpo(s) muestran la especificidad de unién descrita en el presente documento.

[0065] Los anticuerpos humanizados hacen referencia a anticuerpos no humano (por ejemplo, murino, de rata, etc.)
cuya secuencia de proteinas ha sido modificada para aumentar la similitud con un anticuerpo humano.

Los anticuerpos quiméricos hacen referencia a anticuerpos que comprenden uno o méas elemento(s) de una especie
y uno o més elemento(s) de otra especie, por ejemplo, un anticuerpo no humano que comprende como minimo una
parte de una region constante (Fc) de una inmunoglobulina humana.

[0066] Se puede modificar muchas formas de anticuerpo para ser utilizadas en la combinacién de la invencién, los
ejemplos representativos de las cuales incluyen un fragmento Fab (fragmento monovalente que consiste en dominios
VL, VH, CL y CH1), un fragmento F(ab’)2 (fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por como
minimo un puente de disulfuro en la regién bisagra), un fragmento Fd (que consiste en los dominios VH y CH1), un
fragmento Fv (que consiste en los dominios VL y VH de un brazo Unico de un anticuerpo), un fragmento dAb (que
consiste en un fragmento de domino variable Gnico (dominio VH o VL), un Fv de cadena Unica (scFv) que comprende
dos dominios de un fragmento Fv, VL y VH, que se fusionan juntos, posiblemente con un enlazador para crear una
cadena de proteinas Unica.

[0067] En algunas realizaciones, los inhibidores de puesto de control inmunitario (también denominados ICIs) de la
terapia de combinacién son anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen de manera especifica a una proteina
de puesto de control inmunitario seleccionada entre el grupo que consiste en: CTLA4, PD-1, PD-L1, PD-L2, B7-H3,
B7-H4, TIM3, GAL9, LAG3, VISTA, KIR, BTLA y TIGIT. En realizaciones particularmente preferidas, el inhibidor de
puesto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humano completo, un anticuerpo quimérico,
un anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo que es capaz de como minimo en parte oponerse a CTLA4, PD-
1, PD-L1, PD-L2, TIM3, LAG3 o TIGIT. En algunas realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control
inmunitario de la terapia de combinacién es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une de manera especifica
a CTLA4. En algunas realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control inmunitario de la terapia de
combinacién es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une de manera especifica a PD-1. En algunas
realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control inmunitario de la terapia de combinacién es un anticuerpo
o un fragmento del mismo que se une de manera especifica a PD-L1. En algunas realizaciones, el inhibidor de proteina
de puesto de control inmunitario de la terapia de combinacién es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une
de manera especifica a PD-L2. En algunas realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control inmunitario de
la terapia de combinacién es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une de manera especifica a B7-H3. En
algunas realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control inmunitario de la terapia de combinacién es un
anticuerpo o un fragmento del mismo que se une de manera especifica a B7-H4. En algunas realizaciones, el inhibidor
de proteina de puesto de control inmunitario de la terapia de combinacidén es un anticuerpo o un fragmento del mismo
que se une de manera especifica a TIM3. En algunas realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control
inmunitario de la terapia de combinacién es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une de manera especifica
a GAL9. En algunas realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control inmunitario de la terapia de
combinacién es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une de manera especifica a LAG3. En algunas
realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control inmunitario de la terapia de combinacién es un anticuerpo
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o un fragmento del mismo que se une de manera especifica a VISTA. En algunas realizaciones, el inhibidor de proteina
de puesto de control inmunitario de la terapia de combinacién es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une
de manera especifica a KIR. En algunas realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control inmunitario de la
terapia de combinacién es un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une de manera especifica a BTLA. En
algunas realizaciones, el inhibidor de proteina de puesto de control inmunitario de la terapia de combinacién es un
anticuerpo o un fragmento del mismo que se une de manera especifica a TIGIT.

[0068] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de CTLA-4, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se
une de manera especifica a (e inhibe) CTLA-4. La secuencia de acido nucleico de CTLA-4 humana completa se puede
encontrar bajo el nimero de adhesién de GenBank LI 5006. Los anticuerpos monoclonales que se unen de manera
especifica a CTLA4 incluyen, sin limitacion, Ipilimumab (Yervoy®; BMS) y Tremelimumab (Astra-Zeneca/Medlmmune),
asi como los anticuerpos divulgados en las solicitudes de publicacién patente de EE. UU. numeros 2005/0201994,
2002/0039581 y 2002/086014, y los anticuerpos divulgados en las patentes de EE. UU. nimeros 5.811.097, 5.855.887,
6.051.227, 6.984.720, 6.682.736, 6.207.156, 5.977.318, 6.682.736, 7.109.003, 7.132.281 y 8.491.895 o un anticuerpo
que comprende la regién variable de cadena pesada y ligera de cualquiera de estos anticuerpos.

[0069] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de PD-1, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
de manera especifica a (e inhibe) PD-1. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos completas de PD-1 humana se
pueden encontrar bajo el nimero de adhesién de GenBank U64863 y NP_005009.2. Los anticuerpos monoclonales
contra PD-1 incluyen, sin limitacién, lambrolizumab (por ejemplo, divulgado como hPD109A y sus derivados
humanizados h409A11, h409A16 y h409A17 en la patente de EE. UU. nimero 8.354.509),

[0070] Nivolumab (Opdivo®; Bristol-Myers Squibb; nombre del cédigo BMS-936558) divulgado en la patente de EE.
UU. namero 8.008.449, Pembrolizumab (Keytruda®) y Pidilizumab (CT-011; divulgado en Rosenblatt et al,
Immunother. 34:409-418 (2011)) o un anticuerpo que comprende las regiones de cadena pesada y ligera de estos
anticuerpos. Otros anticuerpos de PD-1 se describen en, por ejemplo, WO2004/004771, WO2004/056875,
W0O2006/121168, W0O2008/156712, WO2009/014708, WO2009/114335, WO2013/043569 y WO2014/047350. En una
realizacion relacionada, el inhibidor de puesto de control de la combinacién farmacéutica es una proteina de fusion de
anti-PD-1 tal como AMP-224 (compuesta por el dominio extracelular de PD-L2 y la regién Fc de IgG1 humana).

[0071] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de PD-L1, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
de manera especifica a (e inhibe) PD-L1. Los anticuerpos monoclonales contra PD-L1 incluyen, sin limitacién,
pembrolizumab (MK-3475, divulgados en WO2009/114335)), BMS- 936559 (MDX-1105), Atezolizumab
(Genentech/Roche; MPDL33280A) divulgados en la patente de EE. UU. niumero 8.217.149,

[0072] Durvalumab (AstraZeneca/Medlmmune; MEDI4736) divulgado en la patente de EE. UU. nimero 8.779.108,
MIH1 (Affymetrix que se obtiene a través de eBioscience (16.5983.82)) y Avelumab (MSB0010718C; Merck KGaA) o
un anticuerpo que comprende las regiones variables de cadena pesada y ligera de cualquiera de estos anticuerpos.
En una realizacion relacionada, el inhibidor de puesto de control inmunitario es una proteina de fusién anti-PD-L1 tal
como la proteina de fusién PD-L2-Fc conocida como AMP-224 (divulgada en Mkritchyan M., et al,, J. Immunol,,
189:2338-47 (2010).

[0073] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de PD-L2 tal como MIH18 (descrito en Pfistershammer et al., Eur
J Immunol. 36:1104-1113 (20086).

[0074] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de LAG3 tal como LAG3 soluble (IMP321 o LAG3-Ig divulgadas
en la solicitud de patente de EE. UU. numero 2011-0008331 y en Brignon et al., Clin. Cancer Res. 15:6225-6231
(2009)), IMP701 u otro anticuerpo humanizado que bloquea LAG3 humana descrito en la solicitud de la patente de
EE. UU. nimero 2010-0233183,

[0075] La patente de EE. UU. numero 5.773.578 o BMS-986016 u otros anticuerpos completamente humanos que
bloquean LAG3 descritos en la publicacién de solicitud de la patente de EE. UU. niUmero 2011-0150892.

[0076] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de BLTA tal como el anticuerpo 4C7 divulgado en la patente de
EE. UU. nimero 8.563.694.

[0077] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de puesto de control B7H4 tal como un anticuerpo, tal como se
divulga en la solicitud de la patente de EE. UU. 2014/0294861 o una forma recombinante de B7H4, por ejemplo, tal
como se divulga en la publicacién de solicitud de la patente de EE. UU. 20120177645.
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[0078] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor del punto de control B7-H3 tal como el anticuerpo MGA271
descrito como BRCA84D o un derivado como se describe en la publicacién de solicitud de patente de EE.UU.
20120294796,

[0079] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor del punto de control de TIM3 tal como un anticuerpo como se
describe en la patente de EE.UU. n° 8.841.418 o el anticuerpo bloqueador de TIM3 antihumano F38- 2E2 divulgado
por Jones et al., J. Exp. Med., 205(12):2763-79 (2008).

[0080] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor del punto de control KIR tal como el anticuerpo lirilumab (descrito
en Romagne et al., Blood, 114(13):2667- 2677 (2009)).

[0081] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa de virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de TIGIT. Los inhibidores del punto de control de TIGIT inhiben
preferiblemente la interaccién de TIGIT con el receptor de poliovirus (CD155) e incluyen, sin limitacién, anticuerpos
dirigidos a TIGIT humano, como los descritos en la patente de EE.UU. n.° 9.499.596 y las publicaciones de solicitudes
de patente de EE.UU.s n.° 20160355589, 20160176963 y variantes del receptor de poliovirus, tales como como los
descritos en la patente de EE.UU. nimero 9.327.014.

[0082] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa de virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de IDO. IDO se reconoce como una proteina de punto de control
inmunitario; su expresién en células tumorales contribuye a la tolerancia inmunolégica al desactivar las células T
efectoras. Se cree que IDO contribuye a la resistencia de las terapias anti-CLTA-4. Los inhibidores de IDO para su uso
segun los procedimientos descritos en el presente documento incluyen, sin limitacién, miméticos de triptéfano tales
como D-1MT (isoforma D de 1-metil-DL-triptéfano (MT)), L-1MT (isoforma L de MT), MTH -Trp (metiltiohidantoina-dI-
triptéfano; supresor transcripcional de IDO) y B-carbolinas, miméticos de indol como agentes a base de naftoquinona,
S-alil-brassinina, S-bencil-brassinina, 5-Bromo-brassinina, asi como agentes a base de fenilimidazol, 4-fenilimidazol,
exiguamina A, epacadostat, acido rosmarinico, norharmane y NSC401366. Los inhibidores de IDO preferidos incluyen
INCB 024360 (epacadostat; 1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida, 4-((2-((aminosulfonil)amino)etilyamino)-N-(3-bromo-
4-fluorofenil)- N'-hidroxi-, (C(Z))- ; Incyte), indoximod (NLG2101; D-1MT,; NewLink Genetics), vacuna peptidica IDO
(Universidad de Copenhague) y NLG919 (NewLink Genetics).

[0083] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen, un inhibidor de PD-1, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a (e inhibe) PD-1, y un CTLA- 4 inhibidor, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a (e inhibe) CTLA-4. Las secuencias completas de nucleétidos y amino4cidos de PD-1 humano se
pueden encontrar con el nimero de acceso de GenBank U64863 y NP_005009.2. Los anticuerpos monoclonales
contra PD-1 incluyen, sin limitacién, lambrolizumab (por ejemplo, descrito como hPD109A y sus derivados
humanizados h409A11, h409A16 y h409A17 en la patente de EE.UU. n° 8.354.509),

[0084] Nivolumab (Opdivo® : Bristol-Myers Squibb; nombre clave BMS-936558) divulgado en la patente de EE.UU. n°
8.008.449,

pembrolizumab (Keytruda®) y Pidilizumab (CT-011; divulgado en Rosenblatt et al., Immunother. 34 : 409-418 (2011))
0 un anticuerpo que comprende las regiones de cadena pesada y ligera de estos anticuerpos. Otros anticuerpos anti-
PD-1 se describen, por ejemplo, en los documentos WO2004/004771, WO2004/056875, WO2006/121168,
WO02008/156712, WO2009/014708, WO2009/114335, WO2013/043569 y WO2014/047350. En una realizacién
relacionada, el inhibidor del punto de control de la combinacién farmacéutica es una proteina de fusién anti-PD-1 tal
como AMP-224 (compuesta por el dominio extracelular de PD-L2 y la regién Fc de IgG1 humana). La secuencia
completa de acido nucleico de CTLA-4 humano se puede encontrar con el nimero de acceso de GenBank LI 50086.
Los anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a CTLA4 incluyen, entre otros, ipilimumab
(Yervoy® : BMS) y tremelimumab (AstraZeneca/MedImmune), asi como anticuerpos descritos en las publicaciones de
solicitudes de patente de EE. UU. Nos. 2005/0201994, 2002/0039581 y 2002/086014,
y anticuerpos descritos en las patentes de EE. UU. Nos. 5.811.097, 5.855.887, 6.051.227, 6.984.720, 6.682.736, 6.207,
156, 5.977.318, 6.682.736, 7.109.003,7.132.281, y 8.491.895 o un anticuerpo que comprende las regiones variables
de cadena pesada y ligera de cualquiera de estos anticuerpos.

[0085] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen, un inhibidor de PD-L1, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a (e inhibe) PD-L1, y un CTLA- 4 inhibidor, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a (e inhibe) CTLA-4. Los anticuerpos monoclonales contra PD-L1 incluyen, sin limitacién,
pembrolizumab (MK-3475, divulgado en el documento WO2009/114335)), BMS-936559 (MDX-1105), Atezolizumab
(Genentech/Roche; MPDL33280A) divulgado en la patente de EE.UU. NO. 8.217.149,
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[0086] Durvalumab (AstraZeneca/Medimmune; MEDI4736) divulgado en la patente de EE.UU. n® 8.779.108, MIH1
(Affymetrix que se puede obtener a través de eBioscience (16.5983.82)) y Avelumab (MSB0010718C; Merck KGaA) o
un anticuerpo que comprende las regiones variables de cadena pesaday ligera. de cualquiera de estos anticuerpos. En
una realizacién relacionada, el inhibidor del punto de control inmunitario es una proteina de fusién anti-PD-L1 tal como
la proteina de fusién PD-L2-Fc conocida como AMP-224 (desvelada en Mkritchyan M., et al., J. Immunol., 189 :2338-
47 (2010). La secuencia completa de acido nucleico humano de CTLA-4 se puede encontrar con el nUmero de acceso
de GenBank LI 5006. Los anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a CTLA4 incluyen, entre otros,
ipilimumab (Yervoy® ' BMS) y tremelimumab ( AstraZeneca/Medlmmune), asi como anticuerpos divulgados en las
publicaciones de solicitudes de patente de EE. UU. Nos. 2005/0201994, 2002/0039581 y 2002/086014, y anticuerpos
divulgados en las patentes de EE. UU. Nos. 5.811.097, 5.855.887, 6.051.227, 6.984.720, 6, 682.736, 6.207.156,
5.977.318, 6.682.736, 7.109.003, 7.132.281 y 8.491.895 o un anticuerpo que comprende las regiones variables de
cadena pesada y ligera de cualquiera de estos anticuerpos.

[0087] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen, un inhibidor de PD-1, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a (e inhibe) PD-1, y un inhibidor de LAG3. tales como LAG3 soluble (IMP321 o LAG3-Ig divulgada en
la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n.° 2011-0008331, y en Brignon et al., Clin. Cancer Res. 15:6225-
6231 (2009)), IMP701 u otros anticuerpos humanizados. bloquear LAG3 humano descrito en la publicacién de solicitud
de patente de EE. UU. No. 2010-0233183,

[0088] La Patente de EE.UU. n®5.773.578, 0 BMS-986016 u otros anticuerpos completamente humanos que bloquean
LAG3 descritos en la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n°® 2011-0150892. Las secuencias completas de
nucleétidos y aminoacidos de PD-1 humano se pueden encontrar con el niUmero de acceso de GenBank U64863 y
NP_005009.2. Los anticuerpos monoclonales contra PD-1 incluyen, sin limitacién, lambrolizumab (por ejemplo,
divulgado como hPD109A y sus derivados humanizados h409A11, h409A16 y h409A17 en la patente de EE.UU. n°
8.354.509), Nivolumab (Opdivo® ' Bristol-Myers Squibb; nombre clave BMS-936558) divulgado en la Patente de
EE.UU. N° 8.008.449, Pembrolizumab (Keytruda®’y Pidilizumab (CT-011; divulgado en Rosenblatt et al.,
Immunother. 34:409-418 (2011)) o un anticuerpo que comprende las regiones de cadena pesada y ligera de estos
anticuerpos. Otros anticuerpos anti-PD-1 se describen, por ejemplo, en los documentos WO2004/004771,
WO02004/056875, WO2006/121168, WO2008/156712, WO2009/014708, WO2009/114335, WO2013/043569 y
WO2014/047350. En una realizacién relacionada, el inhibidor del punto de control de la combinacién farmacéutica es
una proteina de fusién anti-PD-1 tal como AMP-224 (compuesta por el dominio extracelular de PD-L2 y la regién Fc
de IgG1 humana).

[0089] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen, un inhibidor de PD-L1, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a (e inhibe) PD-L1, y un inhibidor de LAG3. tales como LAG3 soluble (IMP321 o LAG3-Ig divulgada
en la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n.® 2011-0008331, y en Brignon et al., Clin. Cancer Res. 15:6225-
6231 (2009)), IMP701 u otros anticuerpos humanizados. bloquear LAG3 humano descrito en la publicacién de solicitud
de patente de EE. UU. No. 2010-0233183,

[0090] La patente de EE.UU. n.° 5.773.578, 0 BMS-986016 u otros anticuerpos completamente humanos que bloquean
LAGS descritos en la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. n.° 2011-0150892. Los anticuerpos monoclonales
contra PD-L1 incluyen, sin limitacién, pembrolizumab (MK-3475, descrito en W02009/114335)), BMS-936559 (MDX-
1105), Atezolizumab (Genentech/Roche; MPDL33280A) divulgados en la patente de EE.UU. NO. 8.217.149,.

[0091] Durvalumab (AstraZeneca/Medimmune; MEDI4736) divulgado en la patente de EE.UU. n® 8.779.108, MIH1
(Affymetrix que se puede obtener a través de eBioscience (16.5983.82)) y Avelumab (MSB0010718C; Merck KGaA) o
un anticuerpo que comprende las regiones variables de cadena pesaday ligera. de cualquiera de estos anticuerpos. En
una realizacién relacionada, el inhibidor del punto de control inmunitario es una proteina de fusién anti-PD-L1 tal como
la proteina de fusién PD-L2-Fc conocida como AMP-224 (desvelada en Mkritchyan M., et al., J. Immunol., 189 :2338-
47 (2010).

[0092] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen, un inhibidor de PD-1, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a (e inhibe) PD-1, y un punto de control TIM3. inhibidor tal como un anticuerpo como se describe en
la patente de EE.UU. n° 8.841.418, o el anticuerpo bloqueador de TIM3 antihumano F38-2E2 descrito por Jones et al,,
J. Exp. Med., 205(12):2763-79 (2008). Las secuencias completas de nucleétidos y aminoacidos de PD-1 humano se
pueden encontrar con el nimero de acceso de GenBank U64863 y NP_005009.2. Los anticuerpos monoclonales
contra PD-1 incluyen, sin limitacién, lambrolizumab (por ejemplo, divulgado como hPD109A y sus derivados
humanizados h409A11, h409A16 y h409A17 en la patente de EE.UU. n°® 8.354.509), Nivolumab (Opdivo® : Bristol-
Myers Squibb; nhombre clave BMS-936558) divulgada en la patente de EE.UU. nimero 8.008.449,

[0093] Pembrolizumab (Keytruda® ) y Pidilizumab (CT-011; divulgado en Rosenblatt et al., Immunother. 34:409-418

(2011)) o un anticuerpo que comprende las regiones de cadena pesada y ligera de estos anticuerpos. Otros

anticuerpos anti-PD-1 se describen, por ejemplo, en los documentos WO2004/004771, WO2004/056875,
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W0O2006/121168, WO2008/156712, WO2009/014708, WO2009/114335, WO2013/043569 y WO2014/047350. En una
realizacién relacionada, el inhibidor del punto de control de la combinacién farmacéutica es una proteina de fusién
anti-PD-1 tal como AMP-224 (compuesta por el dominio extracelular de PD-L2 y la regién Fc de IgG1 humana).

[0094] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa del virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen, un inhibidor de PD-L1, preferiblemente un anticuerpo monoclonal que se une
especificamente a (e inhibe) PD-L1, y un punto de control TIM3. inhibidor tal como un anticuerpo como se describe en
la patente de EE.UU. n°® 8.841.418, o el anticuerpo bloqueador de TIM3 antihumano F38-2E2 descrito por Jones et al,,
J. Exp. Med., 205(12):2763-79 (2008). Los anticuerpos monoclonales contra PD-L1 incluyen, sin limitacion,
pembrolizumab (MK-3475, divulgado en el documento WO2009/114335)), BMS-936559 (MDX-1105), Atezolizumab
(Genentech/Roche; MPDL33280A) divulgado en la patente de EEUU. NO.8217.149, Durvalumab
(AstraZeneca/MedImmune; MEDI4736) descrito en la patente de EE.UU. n® 8.779.108,

[0095] MIH1 (Affymetrix que se puede obtener a través de eBioscience (16.5983.82)) y Avelumab (MSB0010718C;
Merck KGaA) o un anticuerpo que comprende las regiones variables de cadena pesada y ligera de cualquiera de estos
anticuerpos. En una realizacién relacionada, el inhibidor del punto de control inmunitario es una proteina de fusién
anti-PD-L1 tal como la proteina de fusién PD-L2-Fc conocida como AMP-224 (desvelada en Mkritchyan M., et al., J.
Immunol., 189 :2338-47 (2010).

[0096] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa de virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de TIGIT. Los inhibidores del punto de control de TIGIT inhiben
preferiblemente la interaccién de TIGIT con el receptor de poliovirus (CD155) e incluyen, sin limitacién, anticuerpos
dirigidos a TIGIT humano, como los descritos en la patente de EE.UU. n.° 9.499.596 y las publicaciones de solicitudes
de patente de EE.UU.s n.° 20160355589, 20160176963 y variantes del receptor de poliovirus, tales como como los
descritos en la patente de EE.UU. nimero 9.327.014.

[0097] En algunas realizaciones, la combinacién farmacéutica comprende una cepa de virus vaccinia Western
Reserve, Wyeth, Lister o Copenhagen y un inhibidor de IDO (indolamina-pirrol 2,3-dioxigenasa. Los inhibidores de IDO
incluyen metabdlicos, los inhibidores preferiblemente inhiben vias metabdlicas e incluyen, sin limitacién, Norharmane,
(ver, Chiarugi A, et al., "La inhibicién combinada de la indoleamina 2,3-dioxigenasa y el éxido nitrico sintasa modula la
liberacién de neurotoxinas por macréfagos activados por interferon gamma", Journal of Leukcito Biology. 68 (2) : 260-
6. (2000)), acido rosmarinico (ver, Lee HJ, et al., "Rosmarinic acid inhibites indoleamine 2,3-dioxygenase expresion
en murine dendritico células”, Biochemical Pharmacology. 73 (9): 1412-21 (2007)), inhibidores de la COX-2 (ver,
Cesario A, et al., "The interplay Between indoleamine 2,3-dioxygenase 1 (IDO1) and cyclooxygenase (COX)-2 in cronic
inflamacién y cancer”, Current Medicinal Chemistry " . Investigacién sobre el cancer. 67 (2): 792-801 (2007) y Chauhan
N, etal., (abril de 2009). "Reevaluacién del mecanismo de reaccién de las hemo dioxigenasas". Revista de la Sociedad
Quimica De EE.UU.. 131 (12): 4186-7 (2009)), incluyendo por ejemplo, el racemero especifico 1-metil-D-triptéfano
(conocido como indoximod) (un candidato a ensayo clinico), Epacadostat (INCB24360), navoximod (GDC-0919) (ver,
Jochems C, et al., "El inhibidor selectivo de IDO1 epacadostat mejora la inmunogenicidad de las células dendriticas y
la capacidad litica de las células T especificas del antigeno tumoral", Oncotarget. 7 (25): 37762-37772. (2016)), y/o
BMS-986205. En algunas realizaciones, el inhibidor de IDO se selecciona del grupo que consiste en norharmane,
acido rosmarinico, inhibidores de COX-2, 1-metiltriptéfano, Indoximod, Epacadostat (INCB24360), navoximod (GDC-
0919) y/o BMS-986205.

[0098] Como sabra el experto, pueden estar en uso nombres alternativos y/o equivalentes para ciertos anticuerpos
mencionados anteriormente. Dichos nombres alternativos y/o equivalentes son intercambiables en el contexto de la
presente invencion.

[0099] En algunos aspectos, la combinacién farmacéutica descrita en el presente documento incluye (i) mas de un
inhibidor de punto de control inmunitario y (i) un virus vaccinia oncolitico replicativo como se reivindica. En una
realizacion preferida, se administran simultaneamente un inhibidor de PD-1 y un inhibidor de CTLA-4 con el virus
vaccinia. Otros ejemplos incluyen, sin limitacion, la administracién simultanea de un inhibidor de LAG3 y un inhibidor
de PD-1 con el virus vaccinia, o la administracién simultdnea de un inhibidor de LAG3 y un inhibidor de PD-L1. Otros
ejemplos incluyen la administracién simultanea de un inhibidor de IDO y un inhibidor de CTLA-4 y/o inhibidor de PD-
1. En algunas realizaciones, el inhibidor de IDO se selecciona del grupo que consiste en norharmane, acido
rosmarinico, inhibidores de COX-2, 1-metiltriptéfano, Indoximod, Epacadostat (INCB24360), navoximod (GDC-0919)
y/o BMS-986205.

IV. CITOINAS

[0100] El virus vaccinia oncolitico replicativo de la combinacién farmacéutica comprende una secuencia heteréloga
que codifica una citocina, en la que la citocina es expresada por el virus. El virus vaccinia oncolitico replicativo esta
disefiado para expresar GM-CSF.

[0101] Oftras citocinas incluyen interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-7 (IL-7),
interleucina-12 (IL-12). , interleucina-15 (IL-15), interleucina-18 (IL-18), interleucina-21 (IL-21), interleucina-24 (IL-24),
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interferén-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral -a (TNF-a).

V. ANTIGENOS TUMORALES

[0102] En varias realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo comprende una secuencia de 4cido nucleico
heterdloga que codifica un antigeno tumoral y una citoquina como se reivindica, en donde el antigeno tumoral y la
citocina se expresan en una célula infectada con el virus, preferiblemente una célula tumoral. Los antigenos tumorales
abarcan antigenos especificos de tumores y antigenos asociados a tumores. El virus vaccinia oncolitico con capacidad
de replicaciéon puede expresar el antigeno tumoral de longitud completa o un péptido inmunogénico del mismo. En
algunas realizaciones, la citocina se expresa en una célula infectada con el virus vaccinia oncolitico replicativo. En
algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo comprende una secuencia de &cido nucleico heteréloga
que codifica un antigeno tumoral y una citoquina, en donde el antigeno tumoral y la citoquina se expresan en una
célula infectada con el virus vaccinia oncolitico replicativo. En algunas realizaciones, la célula es una célula tumoral.

[0103] En algunas realizaciones, los antigenos tumorales pueden incluir, sin limitacién, MAGE-1, MAGE-3, BAGE,
GAGE-1, GAGE-2, N-acetilglucosaminiltransferasa-V, p-15, gp100, MART-1/MelanA, TRP- 1 (gp75), TRP-2,
tirosinasa, quinasa 4 dependiente de ciclina, B-catenina, MUM-1, CDK4, HER-2/neu, virus del papiloma humano-E8,
virus del papiloma humano E7, CD20, antigeno carcinoembrionario (CEA), receptor del factor de crecimiento
epidérmico, MUC-1, caspasa-8, CD5, mucina-1, Lewisx, CA-125, p185HER2, IL-2R, Fap-a, tenascina, antigenos
asociados con una metaloproteinasa, CAMPATH-1, RCC: Regulador de sefializacidén de proteina G 5 (RGSS), Surivin
(BIRCS5 = inhibidor baculoviral de la apoptosis que contiene repeticion 5), proteina de unién al factor de crecimiento
similar a la insulina 3 (IGF-BP3), timidilato sintetasa (TYMS), proteina 2 inducible por hipoxia = gota de lipidos inducible
hipoxial asociada (HIG2), metalopeptidasa de matriz 7 (MMP7), hombélogo de ciruela pasa 2 (PRUNEZ2), similar a
proteina RecQ (similar a ADN helicasa Q1) (RECQL); receptor de leptina (LEPR); inhibidor de retroalimentacion del
receptor ERBB 1 (ERRFI1); proteina lisosomal transmembrana 4 alfa (LAPTM4A), RAB1B, familia de oncogén RAS
(RAB1B);, CD24; homo sapiens timosina beta 4, ligada al cromosoma X (TMSB4X); proteina A6 de unién a calcio de
homo sapiens S100 (S100AB); receptor de adenosina A2 del homo sapiens (ADORA2B); marco de lectura abierto 61
del cromosoma 16 (C160rf61); ROD1 regulador de diferenciacién 1 (ROD1); desacetilasa sirtuina-2 dependiente de
NAD (SIR2L); tubulina alfa 1¢ (TUBA1C); factor inhibidor de la ATPasa 1 (ATPIF1); antigeno estromal 2 (STAG2); y
caseina quinasa nuclear y sustrato 1 dependiente de ciclina (NUCKS1). En algunas realizaciones, el antigeno es uno
incluido en la patente de EE.UU. n® 9.919.047). En algunas realizaciones, el antigeno tumoral es un antigeno tumoral
de carcinoma de células renales. En algunas realizaciones, el antigeno tumoral del carcinoma de células renales se
selecciona del grupo que consiste en el regulador de la sefializacién de la proteina G 5 (RGS5), Surivin (BIRCS =
inhibidor baculoviral de la repeticién de la apoptosis que contiene 5), proteina de unién al factor de crecimiento similar
a la insulina. 3 (IGF-BP3), timidilato sintetasa (TYMS), proteina 2 inducible por hipoxia, gotita de lipidos inducible
hipoxial asociada (HIG2), metalopeptidasa de matriz 7 (MMP7), homélogo de ciruela pasa 2 (PRUNE?2), similar a
proteina RecQ (tipo ADN helicasa Q1) (RECQL), receptor de leptina (LEPR), inhibidor de retroalimentacién del receptor
ERBB 1 (ERRFI1), proteina lisosomal transmembrana 4 alfa (LAPTM4A); RAB1B, familia de oncogén RAS (RAB1B),
CD24, timosina beta 4 de homo sapiens, ligada al cromosoma X (TMSB4X), proteina de unién a calcio A6 de homo
sapiens S100 (S100A8), receptor de adenosina A2 de homo sapiens (ADORA2B), cromosoma 16, marco de lectura
abierto 61 (C160rf61), regulador de diferenciacion 1 ROD1 (ROD1), desacetilasa sirtuina-2 dependiente de NAD
(SIR2L), tubulina alfa 1¢ (TUBA1C), factor inhibidor de la ATPasa 1 (ATPIF1), antigeno estromal 2 (STAG2) y caseina
quinasa nuclear y sustrato 1 dependiente de ciclina (NUCKS1). En algunas realizaciones, los antigenos tumorales
incluyen, sin limitacién, antigeno de pancarcinoma KS 1/4, antigeno de carcinoma de ovario (CA125), fosfato acido
prostéatico, antigeno prostatico especifico,HER? ) y epitopo neu de HER2), mucina epitelial polimérfica (PEM), antigeno
de linfocitos humanos malignos-APO-1, antigeno de diferenciacion (como el antigeno | que se encuentra en los
eritrocitos fetales, endodermo primario, antigeno | que se encuentra en los eritrocitos adultos, embriones
preimplantacionales, | (Ma) encontrado en adenocarcinomas gastricos, M18, M39 encontrado en el epitelio mamario,
SSEA-1 encontrado en células mieloides, VEPS, VEP9, Myl, VIM-D5, D 156 -22 encontrado en cancer colorrectal, TRA-
1-85 (sangre grupo H), C14 encontrado en adenocarcinoma de colon, F3 encontrado en adenocarcinoma de pulmén,
AHB encontrado en cancer gastrico, hapteno Y, LeY encontrado en células de carcinoma embrionario, TL5 (grupo
sanguineo A), receptor de EGF encontrado en células A431, serie E 4 (grupo sanguineo B) encontrado en el cancer
de péncreas, FC10.2 encontrado en células de carcinoma embrionario, antigeno de adenocarcinoma géstrico, CO-
514 (grupo sanguineo Le # ) encontrado en adenocarcinoma, NS-10 encontrado en adenocarcinomas, CO-43 (grupo
sanguineo Le ®), G49 encontrado en el receptor de EGF de las células A431, MH2 (grupo sanguineo Ale ®/Le V)
encontrado en el adenocarcinoma de colon, 19.9 encontrado en el cancer de colon, mucinas del cancer gastrico,
T 5 A 7 encontrado en las células mieloides, R 24 encontrado en melanoma, 4.2, G p3, D1.1, OFA-1, G m2, OFA-2, G ¥
M1:22:25:8 encontrados en células de carcinoma embrionario, y SSEA-3 y SSEA-4 encontrados en 4 a embriones en
estadio de 8 células), péptido derivado del receptor de células T de un linfoma cutaneo de células T, proteina C reactiva
(PCR), antigeno canceroso 50 (CA-50), antigeno canceroso 15-3 (CA15-3) asociado con cancer de mama, antigeno
de cancer 19 (CA-19) y antigeno de cancer 242 asociado con canceres gastrointestinales, antigeno asociado a
carcinoma (CAA), cromogranina A, antigeno de mucina epitelial (MC5), antigeno especifico del epitelio humano (E1A),
Lewis (a) antigeno, antigeno de melanoma, antigenos asociados a melanoma 100, 25 y 150, antigeno asociado a
carcinoma similar a mucina, proteina relacionada con la resistencia a multiples farmacos (MRPm6), proteina
relacionada con la resistencia a multiples farmacos (MRP41), proteina del oncogén Neu (C-erbB- 2), enolasa neuronal
especifica (NSE), glicoproteina P (producto del gen mdr1), antigeno relacionado con la resistencia a mdultiples
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farmacos, p170, antigeno relacionado con la resistencia a multiples farmacos, antigeno prostatico especifico (PSA),
CD56 y NCAM.

[0104] En algunas realizaciones, otros antigenos tumorales incluyen, sin limitacién, AIM2 (ausente en melanoma 2),
BMI1 (oncogén del dedo anular BMI1 polycomb), COX-2 (ciclooxigenasa-2), EGFRVIII (variante Il del receptor del
factor de crecimiento epidérmico) , EZH2 (potenciador del homdélogo 2 de zeste), LICAM (molécula de adhesién de
células L1 humana), Livin, Livinp, MRP-3 (proteina 3 de resistencia a multiples farmacos), Nestin, OLIG2 (factor de
transcripcién de oligodendrocitos), SOX2 (caja HMG relacionada con SRY 2), ART1 (antigeno reconocido por las
células T 1), ART4 (antigeno reconocido por las células T 4), SART1 (antigeno del carcinoma de células escamosas
reconocido por las células T 1), SART2, SARTS3, ciclina B, Gli1 (glioma -oncogén asociado homoélogo 1), Cav-1
(caveolina-1), catepsina B, CD74 (grupo de diferenciacién 74), E-cadherina (adhesion epitelial dependiente de calcio),
EphA2/Eck (receptor EPH A2/quinasa epitelial), Fra-1/Fosl 1 (antigeno 1 relacionado con fos), Ki67 (antigeno asociado
a la proliferacién nuclear del anticuerpo Ki67), Ku70/80 (subunidades de proteinas del heterodimero Ku humano), IL-
13Ra2 (subunidad alfa-2 del receptor de interleucina-13) , NY-ESO-1 (carcinoma de células escamosas de eséfago
de Nueva York 1), PROX1 (proteina homeobox 1 de préspero), PSCA (antigeno de células madre de préstata), SOX10
(HMG-box 10 relacionado con SRY), SOX11, Survivin, UPAR (uroquinasa -receptor activador del plasminégeno de
tipo y WT-1 (proteina 1 del tumor de Wilms).

VI. REGIMENES DE TRATAMIENTO Y FORMULACIONES FARMACEUTICAS

[0105] EI virus vaccinia oncolitico replicativo y el inhibidor del punto de control inmunitario de la combinacién
farmacéutica se administran simultdneamente, en donde el virus vaccinia oncolitico se administra mediante
administracién intratumoral. La administracién simultanea puede tener lugar, por ejemplo, en forma de una
combinacién fija que comprende estos agentes, o administrando simultaneamente cada agente en formulaciones
independientes. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo y el inhibidor del punto de control
inmunitario PD-1 o PD-L1 de la combinacién farmacéutica se administran simultaneamente. En algunas realizaciones,
el virus vaccinia oncolitico replicativo y el inhibidor del punto de control inmunitario CTLA-4 de la combinacién
farmacéutica se administran simultdneamente. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo y el
inhibidor del punto de control inmunitario TIGIT de la combinacién farmacéutica se administran simultdneamente. En
algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo, el inhibidor del punto de control inmunitario PD-1 o PD-
L1 y el inhibidor del punto de control inmunitario CTLA-4 de la combinacién farmacéutica se administran
simultdneamente. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo, el inhibidor del punto de control
inmunitario PD-1 o PD-L1 y el inhibidor del punto de control inmunitario TIGIT de la combinacién farmacéutica se
administran simultaneamente. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante
administracién intratumoral, intravenosa, intraarterial y/o intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus vaccinia
oncolitico replicativo se administra mediante administracion intratumoral. En algunas realizaciones, el virus vaccinia
oncolitico replicativo se administra mediante administracién intravenosa. En algunas realizaciones, el virus vaccinia
oncolitico replicativo se administra mediante administracién intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus vaccinia
oncolitico replicativo se administra mediante administracién intraarterial. En algunas realizaciones, el virus vaccinia
oncolitico replicativo se administra Unicamente mediante administracién intratumoral. En algunas realizaciones, el
inhibidor del punto de control inmunitario se administra sistémicamente. En algunas realizaciones, el virus oncolitico
replicativo se administra por via intratumoral y el inhibidor del punto de control se administra por via sistémica. En
algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via intravenosa y el inhibidor del punto de control
se administra por via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via
intraperitoneal y el inhibidor del punto de control se administra por via sistémica. En algunas realizaciones, el virus
oncolitico replicativo se administra por via intraarterial y el inhibidor del punto de control se administra por via
sistémica. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo comprende una secuencia de 4cido nucleico
heteréloga que codifica un antigeno tumoral y una citoquina como se reivindica, en donde el antigeno tumoral y
las citoquinas se expresan en una célula infectada con el virus, preferiblemente una célula tumoral.

[0106] En algunas realizaciones, la proteina del punto de control inmunitario se selecciona de PD-1, PD-L1, CTLA-4,
LAG3, TIM3 y TIGIT. En algunas realizaciones, la proteina del punto de control inmunitario es CTLA-4. En algunas
realizaciones, la proteina del punto de control inmunitario es PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina del punto
de control inmunitario es LAG3. En algunas realizaciones, la proteina del punto de control inmunitario es TIGIT. En
algunas realizaciones, la proteina del punto de control inmunitario es PD-1. En algunas realizaciones, la proteina del
punto de control inmunitario es TIM3. En algunas realizaciones, el tumor es un cancer sélido. En algunas realizaciones,
el tumor es un cancer colorrectal. En algunas realizaciones, el tumor es un carcinoma de células renales. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién intratumoral, IV y/o
intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién
intratumoral. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién
intravenosa. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién
intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién
intraarterial. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra Unicamente mediante
administracién intratumoral. En algunas realizaciones, el inhibidor del punto de control inmunitario se administra
sistémicamente. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via intratumoral y el inhibidor
del punto de control se administra por via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se
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administra por via intravenosa y el inhibidor del punto de control se administra por via sistémica. En algunas
realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via intraperitoneal y el inhibidor del punto de control se
administra por via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via intraarterial
y el inhibidor del punto de control se administra por via sistémica. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico
replicativo comprende una secuencia de &cido nucleico heteréloga que codifica un antigeno tumoral y una citoquina
como se reivindica, en donde el antigeno tumoral y la citocina se expresan en una célula infectada con el virus,
preferiblemente una célula tumoral.

[0107] En algunas realizaciones, la combinacién comprende (a) un virus vaccinia oncolitico replicativo como se
reivindica, (b) un inhibidor de PD-1 y/o PD-L1, y (¢) un inhibidor de la proteina del punto de control inmunitario. En
algunas realizaciones del procedimiento de tratamiento, la proteina del punto de control inmunitario se selecciona de
CTLA-4, LAG3, TIM3 y TIGIT. En algunas realizaciones, la proteina del punto de control inmunitario es CTLA-4. En
algunas realizaciones, la proteina del punto de control inmunitario es LAG3. En algunas realizaciones, la proteina del
punto de control inmunitario es TIGIT. En algunas realizaciones, la proteina del punto de control inmunitario es
TIM3. En algunas realizaciones, el tumor es un cancer sélido. En algunas realizaciones, el tumor es un cancer
colorrectal. En algunas realizaciones, el tumor es un carcinoma de células renales. En algunas realizaciones, el virus
vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién intratumoral, 1V y/o intraperitoneal. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién intratumoral. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién intravenosa. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién intraperitoneal. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra Unicamente mediante administracién
intratumoral. En algunas realizaciones, el inhibidor del punto de control inmunitario se administra sistémicamente. En
algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via intratumoral y el inhibidor del punto de control
se administra por via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via
intravenosa y el inhibidor del punto de control se administra por via sistémica. En algunas realizaciones, el virus
oncolitico replicativo se administra por via intraperitoneal y el inhibidor del punto de control se administra por via
sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via intraarterial y el inhibidor del
punto de control se administra por via sistémica.

[0108] En algunas realizaciones, el tumor no expresa la proteina del punto de control inmunitario o expresa la proteina
del punto de control inmunitario a un nivel relativamente bajo antes de administrar el virus vaccinia oncolitico
replicativo. En algunas realizaciones, un nivel alto se indica mediante una puntuacidén proporcional del tumor igual o
superior al 50 %. En algunas realizaciones, un nivel alto se indica mediante una puntuacién proporcional del tumor
superior al 60 %, superior al 70 %, superior al 80 %, superior al 90 %, superior al 95 %, aproximadamente el 99 % o
aproximadamente el 100 %. En algunas realizaciones, un nivel alto para un tumor previamente tratado se indica
mediante una puntuacién proporcional del tumor superior al 1 %. En algunas realizaciones, un nivel alto esté indicado
por PD-L1 que expresa células tumorales igual o superior al 50 % (por ejemplo, mas del 50 % de las células tumorales
expresan PD-L1). En algunas realizaciones, un nivel alto esta indicado por PD-L1 que expresa células tumorales en
mas del 60 %, mas del 70 %, mas del 80 %, mas del 90 %, méas del 95 %, aproximadamente el 99 % o
aproximadamente el 100 %. En algunas realizaciones, un nivel alto para un tumor previamente tratado esta indicado
por un PD-L1 que expresa células tumorales en més del 1 % (por ejemplo, mas del 1 % de las células tumorales
expresan PD-L1). En algunas realizaciones, se puede emplear cualquier prueba de diagnéstico de PD-L1 para medir
la expresion de PD-L1. En algunas realizaciones, cuando se mide el punto de control de PD-L1, se emplea la prueba
de diagnéstico complementaria DaKo de PD-L1 para medir el nivel de PD-L1.

[0109] En algunas realizaciones, el procedimiento comprende una etapa de medir el nivel de expresion de la proteina
del punto de control en el tumor antes de administrar la combinacion.

[0110] La administracion del virus vaccinia oncolitico y el inhibidor del punto de control inmunitario seguira protocolos
generales para la administracién de cada terapia particular, teniendo en cuenta la toxicidad, si la hubiera, del
tratamiento. Se espera que los ciclos de tratamiento se repitan segln sea necesario. También se contempla que se
puedan aplicar diversas terapias estandar, asi como intervencidén quirdrgica, ademas de la terapia combinada de la
invencion.

[0111] Los regimenes de tratamiento pueden variar y a menudo dependen del tipo de tumor, la ubicacién del tumor, la
progresién de la enfermedad y la salud y edad del paciente. Ciertos tipos de tumores requeriran un tratamiento mas
agresivo, mientras que, al mismo tiempo, ciertos pacientes no pueden tolerar protocolos mas exigentes.

[0112] En determinadas realizaciones, el tumor que se esta tratando puede no ser resecable, al menos inicialmente. El
tratamiento con una terapia combinada de la invencién puede aumentar la resecabilidad del tumor debido a la
contraccién de los margenes o mediante la eliminacién de ciertas porciones particularmente invasivas. Después del
tratamiento, puede ser posible la reseccién. Los tratamientos adicionales posteriores a la reseccién servirdn para
eliminar la enfermedad residual microscépica en el sitio del tumor.

[0113] Al determinar una interaccién sinérgica entre uno o mas componentes, el rango 6ptimo para el efecto y los
rangos de dosis absolutas de cada componente para el efecto se pueden medir definitivamente mediante la
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administracién de los componentes en diferentes rangos de relaciéon p/p y dosis a pacientes en necesidad de
tratamiento. Para los seres humanos, la complejidad y el costo de realizar estudios clinicos en pacientes hacen poco
practico el uso de esta forma de prueba como modelo principal de sinergia. Sin embargo, la observacion de la sinergia
en una especie puede predecir el efecto en otras especies y existen modelos animales, como se describe en este
documento, para medir un efecto sinérgico y los resultados de dichos estudios también se pueden usar para predecir
la dosis efectiva y la relaciéon de concentracion plasmatica. rangos y las dosis absolutas y concentraciones plasmaticas
requeridas en otras especies mediante la aplicacién de procedimientos farmacocinéticos/farmacodinamicos. Las
correlaciones establecidas entre los modelos tumorales y los efectos observados en el hombre sugieren que la sinergia
en animales puede demostrarse, por ejemplo, en un modelo tumoral de xenoinjerto humano.

[0114] En algunas realizaciones, la combinaciéon se usa para tratar y/o prevenir el cancer en un mamifero como se
reivindica. En algunas realizaciones, el cancer incluye, entre otros, cancer de cerebro, cdncer de cabeza y cuello,
cancer de esbfago, cancer de piel, cancer de pulmoén, cancer de timico, cancer de estbmago, cancer de colon, cancer
de higado, cancer de ovario, cancer de Utero, cancer de vejiga. , cancer renal, cancer testicular, cdncer rectal, cancer
de mama y cancer de pancreas. En algunas realizaciones, el cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer
de cerebro, cancer de cabeza y cuello, cancer de eséfago, cancer de piel, cancer de pulmén, cancer de timico, cancer
de estdmago, cancer de colon, cancer de higado, cancer de ovario, cancer de Utero, cancer de vejiga, cancer renal,
cancer testicular, cancer rectal, cancer de mama y cancer de pancreas. En una realizacion preferida, la combinacién
se usa para tratar y/o prevenir una metastasis. En otras realizaciones preferidas, la combinacién se usa para tratar un
cancer que incluye, entre otros, carcinoma hepatocelular, cancer colorrectal, carcinoma de células renales, cdncer de
vejiga, cancer de pulmén (incluido cancer de pulmdn de células no pequefias), cancer de estémago, céncer de
eso6fago, sarcoma. , mesotelioma, melanoma, cadncer de pancreas, cdncer de cabeza y cuello, cdncer de ovario, cancer
de cuello uterino y de higado. En algunas realizaciones, la combinacién se usa para tratar un cancer seleccionado del
grupo que consiste en carcinoma hepatocelular, cancer colorrectal, carcinoma de células renales, cdncer de vejiga,
cancer de pulmén (incluido cancer de pulmén de células no pequefias), cancer de estémago, cancer de eséfago,
sarcoma. , mesotelioma, melanoma, cancer de péancreas, cancer de cabeza y cuello, cancer de ovario, cancer de
cuello uterino y de higado. En algunas realizaciones, la combinacién se usa para tratar el cancer colorrectal,
particularmente el cancer colorrectal metastasico. En algunas realizaciones, el mamifero a tratar es un ser humano. En
otro aspecto preferido, la combinacién se usa para tratar un cancer que es resistente a uno o mas inhibidores de
puntos de control inmunitarios (por ejemplo, el cancer es resistente a la inmunoterapia con inhibidores de PD-1, CTLA-
4, LAG3 y/o TIGIT). En algunas realizaciones, el cancer es un cancer sélido o un tumor sélido.

[0115] Los procedimientos incluyen la administraciéon simultanea de cantidades terapéuticamente eficaces de un virus
vaccinia oncolitico replicativo como se reivindica y un inhibidor del punto de control inmunitario. Una cantidad
terapéuticamente eficaz de virus oncolitico se define como aquella cantidad suficiente para inducir la oncdlisis (la
alteracion o lisis de una célula cancerosa). Preferiblemente, el virus vaccinia oncolitico y el inhibidor del punto de
control inmunitario se administran en cantidades sinérgicamente eficaces. El término incluye la desaceleracién,
inhibicién o reduccién del crecimiento o tamafio de un tumor e incluye la erradicacién del tumor en ciertos casos. En
algunas realizaciones, una cantidad eficaz de virus vaccinia oncolitico da como resultado la diseminacién sistémica
del virus terapéutico a tumores, por ejemplo, infeccidén de tumores no inyectados. En algunas realizaciones, una
cantidad eficaz del virus vaccinia oncolitico es una cantidad suficiente para inducir la oncélisis: la alteracién o lisis de
una célula cancerosa.

[0116] En algunas realizaciones, el tratamiento y/o la prevencidén del cancer indica al menos un 5 %, al menos un
10 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un
40 %. %, al menos 45 %, al menos 50 %, al menos 55 %, al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos
75 %, al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 %, o aproximadamente un
100 % de reduccidén y/o disminucién del tamafio y/o presencia del tumor después del tratamiento. En algunas
realizaciones, el tratamiento y/o la prevencién del céncer indican una regresion completa del tumor después del
tratamiento. En algunas realizaciones, el tratamiento y/o la prevencién del céncer indican la remisién completa del
tumor después del tratamiento. En algunas realizaciones, el cancer es refractario o resistente a una terapia con
inhibidores de puntos de control inmunitarios. En algunas realizaciones, el cancer es refractario o resistente al
tratamiento con anticuerpos anti-PD-1, anticuerpos anti-PD-L1 y/o anticuerpos anti-CTLA-4. En algunas realizaciones,
el cancer es resistente al tratamiento con anticuerpos anti-PD-1. En algunas realizaciones, el cancer es resistente al
tratamiento con anticuerpos anti-CTLA-4. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar un virus
vaccinia oncolitico replicativo. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar un virus vaccinia
oncolitico replicativo y un inhibidor de puntos de control inmunitario. En algunas realizaciones, el tratamiento
comprende administrar un virus vaccinia oncolitico replicativo y un inhibidor del punto de control inmunitario, en el que
el inhibidor del punto de control inmunitario es un inhibidor de PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAGS, TIGIT y/o TIM3. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende administrar un virus vaccinia oncolitico replicativo, un inhibidor de PD-1 o PD-
L1y un inhibidor de puntos de control inmunitario. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar un
virus vaccinia oncolitico replicativo, un inhibidor de PD-1 o PD-L1, y un inhibidor del punto de control inmunitario, en
donde el inhibidor del punto de control inmunitario es un inhibidor de CTLA-4, un inhibidor de LAG3, un inhibidor de
TIGIT, o un inhibidor de TIM3. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar un virus vaccinia
oncolitico replicativo, un inhibidor de PD-1 y un inhibidor de puntos de control inmunitarios, en donde el inhibidor de
puntos de control inmunitarios es un inhibidor de CTLA-4. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende
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administrar un virus vaccinia oncolitico replicativo, un inhibidor de PD-L1 y un inhibidor de puntos de control
inmunitarios, en donde el inhibidor de puntos de control inmunitarios es un inhibidor de CTLA-4. En algunas
realizaciones, el tratamiento comprende administrar un virus vaccinia oncolitico replicativo, un inhibidor de PD-1 y un
inhibidor de puntos de control inmunitarios, en donde el inhibidor de puntos de control inmunitarios es un inhibidor de
LAGS. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar un virus vaccinia oncolitico replicativo, un
inhibidor de PD-L1 y un inhibidor de puntos de control inmunitarios, en donde el inhibidor de puntos de control
inmunitarios es un inhibidor de LAG3. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar un virus vaccinia
oncolitico replicativo, un inhibidor de PD-1 y un inhibidor del punto de control inmunitario, en el que el inhibidor del
punto de control inmunitario es un inhibidor de TIGIT. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar
un virus vaccinia oncolitico replicativo, un inhibidor de PD-L1 y un inhibidor de puntos de control inmunitarios, en donde
el inhibidor de puntos de control inmunitarios es un inhibidor de TIGIT. En algunas realizaciones, el tratamiento
comprende administrar un virus vaccinia oncolitico replicativo, un inhibidor de PD-1 y un inhibidor de puntos de control
inmunitarios, en donde el inhibidor de puntos de control inmunitarios es un inhibidor de TIM3. En algunas realizaciones,
el tratamiento comprende administrar un virus vaccinia oncolitico replicativo, un inhibidor de PD-L1 y un inhibidor de
puntos de control inmunitarios, en donde el inhibidor de puntos de control inmunitarios es un inhibidor de TIM3.

[0117] En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra mediante administracién
intratumoral, IV y/o intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra
mediante administracién intratumoral. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra
mediante administracién intravenosa. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra
mediante administracién intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra
mediante administracién intraarterial. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra
Unicamente mediante administracién intratumoral. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo se
administra Unicamente mediante administracién intratumoral.

[0118] El inhibidor de puntos de control como se describe en el presente documento se puede administrar por diversas
vias que incluyen, por ejemplo, oral o parenteral, tal como por via intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intraorbitaria, intracapsular, intraperitoneal, intrarrectal, intracisternal, intratumoral, intravasal, intradérmica o por via
pasiva. o absorcidn facilitada a través de la piel usando, por ejemplo, un parche cutaneo o iontoforesis transdérmica,
respectivamente. En algunas realizaciones, el inhibidor del punto de control se administra sistémicamente. El inhibidor
del punto de control también se puede administrar en el sitio de una condicién patolégica, por ejemplo, por via
intravenosa o intraarterial en un vaso sanguineo que irriga un tumor. En algunas realizaciones, el inhibidor del punto
de control es un inhibidor de PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG3, TIGIT y/o TIM3.

[0119] En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via intratumoral y el inhibidor del punto
de control se administra por via sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por
via intravenosa y el inhibidor del punto de control se administra por via sistémica. En algunas realizaciones, el virus
oncolitico replicativo se administra por via intraperitoneal y el inhibidor del punto de control se administra por via
sistémica. En algunas realizaciones, el virus oncolitico replicativo se administra por via intraarterial y el inhibidor del
punto de control se administra por via sistémica.

[0120] La cantidad total de un agente a administrar al practicar un procedimiento de la invencién se puede administrar
a un sujeto como una dosis Unica, ya sea como un bolo o por infusién durante un periodo de tiempo relativamente
corto, o se puede administrar usando un protocolo de tratamiento fraccionado, en el que se administran multiples dosis
durante un periodo de tiempo prolongado. Un experto en la técnica sabria que la cantidad de composicién para tratar
una afeccidn patolégica en un sujeto depende de muchos factores que incluyen la edad y la salud general del sujeto
asi como la via de administraciéon y el nimero de tratamientos a administrar. En vista de estos factores, el experto
ajustara la dosis particular segun sea necesario. En general, la formulacién de la composicién y las vias y frecuencia
de administracién se determinan, inicialmente, mediante ensayos clinicos de Fase | y Fase Il

[0121] En determinadas realizaciones, el inhibidor del punto de control se administra en 0,01-0,05 mg/kg, 0,05-0,1
mg/kg, 0,1-0,2 mg/kg, 0,2-0,3 mg/kg, 0,3-0,5 mg/kg, 0,5- 0,7 mg/kg, 0,7-1 mg/kg, 1-2 mg/kg, 2-3 mg/kg, 3-4 mg/kg, 4-
5 mg/kg, 5-6 mg/kg, 6-7 mg/kg, 7-8 mg/kg, 8-9 mg/kg, 9-10 mg/kg, al menos 10 mg/kg, o cualquier combinacién de las
mismas dosis. Las dosis adecuadas del inhibidor del punto de control varian de aproximadamente 0,5 mg/kg a 25
mg/kg, preferiblemente de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg, mas preferiblemente de
aproximadamente 2 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg. En determinadas realizaciones, el inhibidor del punto de
control se administra al menos una vez a la semana, al menos dos veces a la semana, al menos tres veces a la
semana, al menos una vez cada dos semanas o al menos una vez al mes o varios meses. En determinadas
realizaciones, el inhibidor del punto de control se administra como una dosis Unica, en dos dosis, en tres dosis, en
cuatro dosis, en cinco dosis 0 en 6 0 mas dosis. Preferiblemente, el inhibidor del punto de control se administra por
via intravenosa (por ejemplo, mediante infusién o inyeccién intravenosa) o por via intratumoral. A modo de ejemplo no
limitativo, ipilimumab se administra preferentemente mediante infusién intravenosa a una dosis de 3 mg/kg cada tres
semanas para un total de cuatro dosis. En algunas realizaciones, el inhibidor del punto de control es un inhibidor de
PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG3, TIGIT y/o TIM3.
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A. Agentes Terapéuticos anticancerigenos adicionales

[0122] Se pueden administrar uno o méas agentes quimioterapéuticos adicionales con la combinacién de la invencién,
incluyendo, sin limitacién, 5-fluorouracilo (FU), &cido folinico (FA) (o leucovorina), metotrexato, capecitabina (Xeloda;
un profarmaco oral de 5-FU), oxaliplatino (Eloxatin), bevacizumab (Avastin), cetuximab (Erbitux) y panitumumab
(Vectibix), en cualquier combinacién. Estos agentes pueden administrarse segln protocolos de tratamiento
conocidos. Generalmente, el agente quimioterapéutico adicional se administra por via intravenosa, con excepcion de
capecitabina que es una formulacién oral.

[0123] En otros aspectos, los procedimientos de la invencién comprenden ademés administrar una terapia contra el
cancer adicional tal como radioterapia, terapia hormonal, cirugia y combinaciones de las mismas.

[0124] La radioterapia incluye, sin limitacidn, rayos y, rayos X y/o la administracién dirigida de radioisétopos a células
tumorales. También se contemplan otras formas de factores que dafian el ADN, como las microondas y la irradiacién
UV. Lo mas probable es que todos estos factores produzcan una amplia gama de dafios en el ADN, en los precursores
del ADN, en la replicacién y reparacién del ADN y en el ensamblaje y mantenimiento de los cromosomas. Los rangos
de dosificacion de los rayos X varian desde dosis diarias de 50 a 200 roentgens durante periodos prolongados (3 a 4
semanas) hasta dosis Unicas de 2000 a 6000 roentgens. Los rangos de dosificacién de los radioisétopos varian
ampliamente y dependen de la vida media del isétopo, la intensidad y el tipo de radiacién emitida y la absorcién por
las células neoplasicas.

[0125] Aproximadamente el 60 % de las personas con cancer se someteran a cirugia de algun tipo, que incluye cirugia
preventiva, de diagnéstico o estadificacién, curativa y paliativa. La cirugia curativa es un tratamiento del cancer que
puede usarse junto con otras terapias, tales como el tratamiento de la presente invencién, quimioterapia, radioterapia,
terapia hormonal, terapia génica y/o terapias alternativas.

[0126] La cirugia curativa incluye reseccion en la que todo o parte del tejido canceroso se elimina, extirpa y/o destruye
fisicamente. La reseccién tumoral se refiere a la extirpacién fisica de al menos parte de un tumor. Ademas de la
reseccion del tumor, el tratamiento mediante cirugia incluye cirugia con laser, criocirugia, electrocirugia y cirugia
controlada microscépicamente (cirugia de Mohs). Se contempla ademés que la presente invenciéon pueda usarse junto
con la eliminacién de canceres superficiales, precanceres o cantidades incidentales de tejido normal.

[0127] Tras la escisién de parte o de la totalidad de las células, tejidos o tumores cancerosos, se puede formar una
cavidad en el cuerpo. El tratamiento se puede lograr mediante perfusién, inyeccién directa o aplicacién local del area
con una terapia anticancerigena adicional. Dicho tratamiento puede repetirse, por ejemplo, cada 1, 2, 3,4, 5, 607
dias,ocada 1,2 3, 4y5semanasocada1, 2, 3, 4,5 ,6,7,8,9, 10, 11 0 12 meses. Estos tratamientos también
pueden tener diferentes dosis.

[0128] Otra forma de terapia para uso junto con los procedimientos actuales incluye hipertermia, que es un
procedimiento en el que el tejido de un paciente se expone a altas temperaturas (hasta 106°F). Los dispositivos de
calentamiento externos o internos pueden participar en la aplicaciéon de hipertermia local, regional o de todo el
cuerpo. La hipertermia local implica la aplicacién de calor en un area pequefia, como un tumor. El calor se puede
generar externamente con ondas de alta frecuencia dirigidas a un tumor desde un dispositivo fuera del cuerpo. El calor
interno puede implicar una sonda estéril, que incluye alambres delgados calentados o tubos huecos llenos de agua
tibia, antenas de microondas implantadas o electrodos de radiofrecuencia.

[0129] El érgano o una extremidad de un paciente se calienta para una terapia regional, lo que se logra utilizando
dispositivos que producen alta energia, tales como imanes. Alternativamente, parte de la sangre del paciente puede
extraerse y calentarse antes de perfundirse en un area que se calentara internamente. El calentamiento de todo el
cuerpo también se puede implementar en los casos en que el cancer se haya extendido por todo el cuerpo. Para este
fin se pueden utilizar mantas de agua tibia, cera caliente, bobinas inductivas y camaras térmicas.

[0130] La terapia hormonal también se puede usar junto con la presente invencién o en combinacién con cualquier
otra terapia contra el cancer descrita previamente. El uso de hormonas puede emplearse en el tratamiento de ciertos
canceres, como el de mama, préstata, ovario o cuello uterino, para reducir el nivel o bloquear los efectos de ciertas
hormonas como la testosterona o el estrégeno.

B. Composiciones y formulaciones

[0131] El virus vaccinia oncolitico replicativo de la combinacién farmacéutica se administra para tratar el cancer y/o
directamente a las células tumorales y, en consecuencia, las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente
documento se formulan para la ruta de administracién deseada (por ejemplo, mediante inyeccién intratumoral, por via
intravenosa, intraarterial). y/o administraciéon intraperitoneal). En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico
replicativo de la combinacion farmacéutica se formula para administracién por via de administracién intratumoral,
intravenosa, intraarterial y/o intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo de la
combinacién farmacéutica se formula para administracién mediante administracién intratumoral. En algunas
realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo de la combinacién farmacéutica se formula para administracién
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mediante administraciéon intravenosa. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo de la
combinacién farmacéutica se formula para administracién intraarterial. En algunas realizaciones, el virus vaccinia
oncolitico replicativo de la combinacién farmacéutica se formula para administracién mediante administracién
intraperitoneal. En algunas realizaciones, el virus vaccinia oncolitico replicativo de la combinacién farmacéutica se
formula para administracién Unicamente mediante administracion intratumoral.

[0132] La inyeccion intratumoral del virus vaccinia oncolitico puede realizarse mediante jeringa o cualquier otro
procedimiento utilizado para la inyeccién de una solucién, siempre que la construccién de expresién pueda pasar a
través del calibre particular de aguja requerido para la inyeccién. Recientemente se ha descrito un nuevo sistema de
inyeccion sin aguja (Patente de EE.UU. 5.846.233) que tiene una boquilla que define una camara de ampolla para
contener la solucién y un dispositivo de energia para empujar la solucién fuera de la boquilla hasta el lugar de
administraciéon. También se ha descrito un sistema de jeringa para uso en terapia génica que permite mdultiples
inyecciones de cantidades predeterminadas de una solucién precisamente a cualquier profundidad (Patente de EE.UU.
5.846.225).

[0133] Se pueden preparar soluciones de los compuestos activos como base libre o sales farmacolégicamente
aceptables en agua adecuadamente mezclada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También se pueden
preparar dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones
normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de
microorganismos. Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones
acuosas estériles y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles (Patente de EE.UU. 5.466.468).

[0134] En todos los casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil capacidad
de jeringa. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe conservarse frente a la accién
contaminante de microorganismos, como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de
dispersiéon que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido
y similares), mezclas adecuadas de los mismos y/o aceites vegetales. La fluidez adecuada se puede mantener, por
ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, manteniendo el tamafio de particula requerido en el
caso de la dispersién y mediante el uso de tensioactivos. La prevencién de la accién de los microorganismos puede
lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares o
cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede conseguir mediante el uso en
las composiciones de agentes que retrasan la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

[0135] Para la inyeccién intratumoral en una solucién acuosa, por ejemplo, la solucién se puede tamponar
adecuadamente si es necesario y el diluyente liquido primero se puede volver isotdnico con suficiente solucién salina
o glucosa. A este respecto, los expertos en la técnica conoceran los medios acuosos estériles que pueden emplearse
a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, una dosis puede disolverse en 1 ml de solucién isoténica de NaCl y
agregarse a 1000 ml de liquido de hipodermoclisis o inyectarse en el sitio de infusién propuesto (ver, por ejemplo,
"Remington's Pharmaceutical Sciences", 152 edicién, péaginas 1035-1038). y 1570-1580). Necesariamente se
producird alguna variacién en la dosis dependiendo de la condicién del sujeto que se esta tratando. La persona
responsable de la administracién determinar4, en cualquier caso, la dosis adecuada para cada sujeto
individual. Ademés, para la administracién humana, las preparaciones deben cumplir con los estandares de esterilidad,
pirogenicidad, seguridad general y pureza segln lo exigen los estandares de la Oficina de Biologia de la FDA.

[1036] Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida
en el disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segln sea
necesario. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos ingredientes activos esterilizados
en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién bésico y los demas ingredientes requeridos de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones inyectables estériles, los
procedimientos de preparacién preferidos son las técnicas de secado al vacio y liofilizacién que producen un polvo del
ingrediente activo méas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién del mismo previamente filtrada
de forma estéril.

[0137] Las composiciones descritas en el presente documento pueden formularse en forma neutra o sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién de acidos (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o &cidos
organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres también pueden derivar de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio,
calcio o férrico, y bases orgénicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares. Tras la
formulacién, las soluciones se administrardn de una manera compatible con la formulacién posolégica y en una
cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad de formas
de dosificacién tales como soluciones inyectables, capsulas de liberacién de farmacos y similares.

[0138] Como se usa en el presente documento, "portador” incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de
27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2971 065 T3

dispersién, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifiungicos, agentes isoténicos vy
retardantes de la absorcidén, tampones, soluciones portadoras, suspensiones, coloides y similares. El uso de tales
medios y agentes para sustancias activas farmacéuticas es bien conocido en la técnica. Excepto en la medida en que
cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas. También se pueden incorporar ingredientes activos suplementarios a las composiciones.

[0139] La frase "farmacéuticamente aceptable" o "farmacolégicamente aceptable" se refiere a entidades y
composiciones moleculares que no producen una reaccidn alérgica o adversa similar cuando se administran a un ser
humano. La preparacién de una composicidn acuosa que contiene una proteina como ingrediente activo se
comprende bien en la técnica. Normalmente, dichas composiciones se preparan como inyectables, ya sea como
soluciones o suspensiones liquidas; También se pueden preparar formas sélidas adecuadas para solucién o
suspensién en liquido antes de la inyeccién.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1

[0140] Se evalud la capacidad del tratamiento combinado con virus vaccinia oncolitico e inhibidor(es) de punto de
control para hacer retroceder tumores en el modelo de ratén singénico de carcinoma de células renales metastasico
(Renca). El patrén de crecimiento de este tumor imita con precisién el del carcinoma de células renales en adultos
humanos, particularmente en lo que respecta a las metastasis espontaneas en el pulmén y el higado. Este modelo de
Renca es hipervascular, resistente a la inmunoterapia anti-PD-1 y responde al sistema inmunolégico. Dado que la
infeccién es independiente del tejido de origen, este modelo de Renca es relevante para todos los canceres.

Materiales y procedimientos

[0141] Ratones y lineas celulares: Se alojaron ratones macho BALB/c libres de patégenos especificos bajo jaulas con
tapa de filtro a las que se les suministré agua y alimento con un ciclo inverso de 12 horas de dia y de noche. Todos
los ratones fueron anestesiados mediante inyeccidn intramuscular de una combinacién de anestésicos (80 mg/kg de
ketamina y 12 mg/kg de xilazina) antes de ser sacrificados. La linea celular de carcinoma renal Renca y la linea celular
de cancer de colon CT26 se obtuvieron de ATCC y se cultivaron en medio RPMI-1640 que contenia 10 % de FBS y
1 % de antibiéticos penicilina-estreptomicina a 37°C con 5 % de co2 .

Amplificacién de virus —

[0142] mJX594 es un virus vaccinia de reserva occidental disefiado para contener una alteracién del gen viral de la
timidina quinasa y la insercion de GMCSF-GFP murino (mGMSCF-GFP) bajo el control del promotor tardio temprano
sintético. Se infecté un nivel de confluencia del 100 % de células HeLaS3 con mJX594 con una multiplicidad de
infeccién (moi) = 1-3 y se colocaron en una incubadora de CO2 , 37°C durante 1,5 horas, seguido de la aplicacién de
DMEM que contenia FBS al 2,5% y se incubd durante 48 a 72 minutos. horas. Las células se recogieron por
centrifugacién y se descarté el sobrenadante. Las células se resuspendieron en Tris-Cl 10 mM, pH 9,0, se
homogeneizaron en un homogeneizador Dounce y se centrifugaron. El sedimento celular se resuspendié en Tris-Cl
10 mM, pH 9,0, se centrifugd y el sobrenadante se combiné con el primer sobrenadante. El sobrenadante se combind
con el primer sobrenadante. El lisado sonicado se colocd encima de sacarosa al 36 % y se centrifugé a 32.900 xg
durante 80 minutos a 4°C. A continuacion, el sedimento se resuspendié en Tris-Cl 10 mM, pH 9,0, y se almacené por
debajo de -60°C.

Inhibidores de ICI (también denominados en este documento inhibidores de puntos de control inmunitario) -

[0143] Los anticuerpos contra CTLA-4 y PD-1 se adquirieron de BioXcell. El anticuerpo monoclonal 9D9 reacciona con
CTLA-4 de ratén. Isotipo: 1gG2b de ratén. El anticuerpo monoclonal J43 reacciona con PD-1 de ratén. Isotipo: 19G de
hamster armenio.

Modelo tumoral y programa de tratamiento -

[0144] Para generar un modelo de tumor renal clinicamente relevante, se inyectaron por via subcutdnea suspensiones
de células tumorales de Renca (cancer de rifién, singénicas) (5 x 10° células en 100 pl) en el flanco dorsal derecho de
animales inmunes de 8 a 10 semanas de edad. ratones macho Balb/c competentes. Cuando el volumen promedio del
tumor superé los 50 mm?®, los ratones se aleatorizaron y recibieron los regimenes de tratamiento que se describen a
continuacion.

[0145] El tamafio del tumor se midié cada 3 dias en todos los grupos con un calibrador digital. El volumen del tumor
se calculé segun la férmula 0,5 X A X B?, donde A es el diametro mas grande de un tumor y B es su diametro
perpendicular. Dias después, los ratones fueron sacrificados mediante CO.y los tejidos se recogieron para su
posterior analisis.
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Anélisis Histolégicos -

[0146] Para los estudios de inmunofluorescencia, las muestras se fijaron en PFA al 1 %, se deshidrataron en solucién
de sacarosa al 20 % durante la noche y se incluyeron en medio de congelacién de tejidos (Leica). Los bloques
congelados se cortaron en secciones de 50 pm. Las muestras se bloquearon con suero de cabra (o burro) al 5 % en
PBST (Trition X-100 al 0,03 % en PBS) y a continuacién se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente (RT)
con los siguientes anticuerpos primarios: anti-GFP (conejo, Millipore) , anti-CD31 (hamster, clon 2H8, Millipore), anti-
VEGFR2 (conejo, sefializacién celular), anti-CD8a (rata, BD pharmingen), anti-CD11b (rata, BD pharmingen), anti-
FoxP3 (rata, eBioscience ), anti-caspasa3 (conejo, sistemas de |+D), anti-Vaccinia (conejo, Abcam) y anti-PD-L1 (rata,
eBioscience). Después de varios lavados, las muestras se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con los
siguientes anticuerpos secundarios: IgG anti-hamster conjugada con FITC, Cy3 o Cy5 (Jackson ImmunoResearch),
IgG anti-conejo conjugada con FITC o Cy3 ( Jackson ImmunoResearch), IgG anti-rata conjugada con Cy3 (Jackson
ImmunoResearch) o IgG anti-ratén conjugada con Cy3 (Jackson ImmunoResearch). Los nucleos se tifieron con 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, Invitrogen). A continuacién, las muestras se montaron con medio de montaje fluorescente
(DAKO) y se adquirieron iméagenes inmunofluorescentes utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM880 (Carl
Zeiss).

Analisis Morfométricos -

[0147] La medicién de la densidad de los vasos sanguineos, las células T CD8 o el area apoptética se realizé con el
software ImagedJ (//rsb.info.nih.gov/ij). Se midi6 el area de CD31, CD8 o caspasa3+ por areas aleatorias de 0,42 mm 2
en las regiones peritumorales e intratumorales. Todas las mediciones se realizaron en al menos cinco campos
diferentes por ratén.

Citometria de flujo —

[0148] Los tejidos tumorales recogidos se trituraron y se incubaron en tampén FACS (FBS al 1 % en PBS) que contenia
colagenasa D (Roche) y ADNasa | (Roche) a 37 °C durante 1-2 horas en un bafio de agua con agitacién. Las células
digeridas se filtraron con una malla de nailon de 40 ym para eliminar los grupos de células. Los glébulos rojos se
eliminaron incubando la suspensién celular en tampén de lisis ACK durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las
células individuales resultantes se incubaron durante 30 minutos con los siguientes anticuerpos en tampén FACS:
CD45 anti-ratén conjugado con PerCP-cy5.5 (rata, eBioscience), CD3e anti-ratdén conjugado con APC (hamster,
eBioscience), conjugado con FITC. CD4 anti-ratébn (rata, eBioscience), anti-CD8a conjugado con PE (rata,
eBioscience), CD11b anti-ratdn conjugado con FITC (rata, eBioscience), Gr1 anti-ratén conjugado con APC (rata,
eBioscience) y APC -CD11c anti-ratén conjugado (hamster, eBioscience).

Analisis estadistico -

[0149] Los valores se presentan como media *+ desviacion estandar. Las diferencias estadisticas entre medias se
determinaron mediante la prueba t de Student no apareada o el analisis de varianza unidireccional seguido de la
prueba de Student-Newman-Keuls. La significancia estadistica se estableci6 en p<0,05.

Resultados

Efectos antitumorales de terapia combinada del virus vaccinia + anti-PD-1

[0150] Para la terapia combinada con anti-PD-1 y mJX-594, se inyectaron 5 x 10 ® células tumorales de Renca en el
flanco dorsal derecho de ratones BALB/c y se inici6 el tratamiento (Dia 0) cuando el tamafio del tumor alcanzé 50 -
100 mm? . Los ratones se asignaron al azar a cuatro grupos de tratamiento: (i) Grupo de control: se inyect6 PBS por
via intratumoral cada tres dias; (ii) grupo de monoterapia con mJX-594: se inyectaron 1 x 107 ufp de mJX-594 por via
intratumoral cada 2 dias y 3 veces en total los dias 0, 2 y 4; (iii) grupo de monoterapia anti-PD-1: se inyectaron 10
mg/kg de anticuerpo por via intraperitoneal cada 3 dias y 4 veces en total los dias 0, 3, 6y 9; (iv) grupo de combinacién
mJX-594 + anti-PD-1:. mJX-594 y anti-PD-1 se administraron simultdneamente, con mJX-594 inyectado
intratumoralmente cada dos dias los dias 0, 2 y 4 para un total de tres inyecciones y anti-PD-1 administrado por via
intraperitoneal los dias 0, 2, 4, 6 y 9 para un total de cinco inyecciones (ver Figura 1A).

[0151] Se observé supresién del crecimiento tumoral en el grupo de monoterapia con mJX-594 y en el grupo de
combinacién mJX-594/anti-PD-1 ("grupo de combinacién") en comparacién con el control (ver Figura 2A). La
supresion del crecimiento tumoral fue mas significativa en el grupo de combinacién (consulte la Figura 2A, compare
"PD1+mJX594" con "mJX594" y "PD1"). No se observé supresién del crecimiento tumoral en el grupo de monoterapia
anti-PD-1 (Figura 2A, compare "PD1" con "Control"). Se demostré que el peso del tumor disminuyé en el grupo de
monoterapia con mJX-594 (consulte la Figura 2B). Se observé una disminucién significativa en el peso del tumor en
el grupo de combinacién, que fue sustancialmente mayor que la reduccién observada en el grupo de monoterapia con
mJX-594 (ver Figura 2B). Por tanto, la administraciéon simultanea de mJX-594 y anti-PD-1 dio lugar a una marcada
disminucién del peso y volumen del tumor en comparacidn con cualquiera de las monoterapias.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2971 065 T3

[0152] La infiltracién de células T CD8 tanto en regiones peritumorales como intratumorales aumenté en los grupos de
monoterapia con PD-1, monoterapia con mJX-594 y combinacién simulténea. (Ver Figura 3A). Mientras que la
infiltracién de células T CD8 aumenté en la regidn periférica en lugar de en la regidén central en el grupo de monoterapia
anti-PD-1, el grupo mJX-594 mostré un mayor nimero de infiltracién de células T CD8 tanto en la regién central como
en la periférica. (Ver Figura 3B). La administracién simultanea de mJX-594 y anticuerpo anti-PD-1 aumenté
notablemente la infiltracién intratumoral de células T en comparacién con el control y con la monoterapia con cualquiera
de los agentes solos, segun lo medido mediante tincion CD8+ peritumoral e intratumoral. (Ver Figura 3B). También
se observé una disminucién de la densidad vascular en los grupos de tratamiento en comparacién con el control (Ver
Figura 3B).

[0153] El nivel de expresién de PD-L1 en la regién tumoral periférica y central aumenté en los grupos de monoterapia
anti-PD-1, monoterapia con mJX-594 y combinacién simultanea en comparacién con el control. (Ver Figura
4A). Mientras que el grupo de monoterapia anti-PD-1 mostré un aumento en el nivel de expresiéon de PD-L1 en la
region periférica en lugar de en la region central, el grupo de monoterapia con mJX-594 mostrdé un aumento similar en
el nivel de expresién de PD-L1 tanto en las regiones periféricas como en las centrales (consulte la Figura 4A). La
administracién simultdnea de JX-595 y anticuerpo anti-PD-1 dio como resultado un aumento en la expresién
intratumoral de PD-L1 en comparacién con la monoterapia con cualquiera de los agentes solos (consulte la Figura
4A). Los tumores de Renca son resistentes a la inmunoterapia anti-PD1. Un aumento en la expresion de PD-L1 en el
tumor en el grupo de tratamiento combinado simultanea refleja la sensibilizacién de estos tumores a la terapia anti-
PD-1 concomitante con la infiltracion de células T CD8+ en el tumor y es un indicador de la eficacia del
tratamiento. Estos patrones sugieren que, al inicio, las células T estan inmunosuprimidas y no pueden infiltrarse en el
microentorno del tumor. mJX-594 provoca inflamacién y vasodilatacion, lo que permite a las células T ejercer efectos
antitumorales. La administracion simultdnea de mJX-594 y anticuerpo anti-PD-1 conduce a la activacién e infiltracién
de células T en regiones tumorales centrales.

[0154] Se observd que la apoptosis intratumoral aumentaba en los grupos de monoterapia con PD-1, monoterapia con
mJX-594 y combinacién simultanea en comparacién con el control, medido mediante tincién con caspasa3 (Ver Figura
4B). Se confirmé un marcado aumento en la apoptosis intratumoral en el grupo de combinacién simultdnea en
comparacién con cualquiera de los grupos de monoterapia (consulte la Figura 4B). Los efectos antivasculares (que
se muestran en la Figura 3B) combinados con la apoptosis en el grupo de combinacién simultanea sugieren una
necrosis tumoral significativa en el grupo de combinacién simultanea.

[0155] Se observé un cambio en el microentorno inmunolégico después de mJX-594 y anticuerpo anti-PD-1
simultdneas en comparacién con el control y con la monoterapia con cualquiera de los agentes, medido por CD4 y CD
11b. (Ver Figura 5A). Es importante destacar que la infiltracion tumoral de células T CD8 fue mayor en el grupo de
combinacién simultanea. El agotamiento de las células CD8+ utilizando el anticuerpo anti-CD8 dio como resultado una
disminucién de la inhibicién del crecimiento tumoral, lo que confirma el papel de estas células en el efecto antitumoral
(datos no mostrados). Las células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) aumentaron en mJX-594 y en los grupos
de combinacién simultdneas en comparaciéon con el control. Tradicionalmente, las células CD1 1b+Gr1+ se han
considerado simplemente células inmunosupresoras; sin embargo, evidencia reciente ha demostrado que estas
células no pueden definirse de manera tan simple (compare el aumento relativo de MDSC observado en el grupo de
combinacién simultdnea con aPD1 con la disminucién de MDSC observada en el grupo de combinacién simultanea
con aCTLA4 (Figs. 10A-10B).

[0156] Se evalué el efecto de la coadministracion de mJX-594 y PD-1 + CTLA4 de forma secuencial versus simultanea
sobre el crecimiento tumoral . Se inyectaron por via subcutanea 5 x 10 ° células Renca (cancer de rifién, singénicas)
en el flanco derecho de ratones inmunocompetentes BALB/c de 8 semanas de edad. El tratamiento se inici6 (Dia 0)
cuando el tamafio del tumor alcanzé 50 mm 3

[0157] Los ratones se separaron en cuatro grupos de tratamiento: (i) Grupo de control: se inyecté PBS los dias 0, 3,
6, 9, 12y 15; (ii) grupo de combinacién secuencial mJX-594 + anti-PD-1: se inyectdé mJX-594 por via intratumoral los
dias 0, 3, 6 y 9 y anti-PD-1 se inyecté por via intraperitoneal los dias 6, 9, 12 y 15 (ii) grupo de combinacién simultanea
de mJX-594 y anti-PD-1: se administraron mJX-594 y anti-PD-1 simultaneamente, con mJX-594 inyectado por via
intratumoral los dias 0, 3, 6 y 9 y anti-PD-1 por via intraperitoneal administrado los dias 0, 3, 6, 9, 12y 15; (iv) grupo
de combinacién triple simultdnea mJXx-594 + anti-PD-1 + anti-CTLA4: se inyecté mJX-594 por via intratumoral los dias
0, 3, 6 y 9; Se inyectaron intraperitonealmente anti-PD-1y CTLA4 los dias 0, 3, 6, 9, 12 y 15 (consulte la Figura 6).

[0158] El crecimiento tumoral se suprimié en los grupos de administracién secuencial y simultdnea de mJX-594 + anti-
PD-1 asi como en el grupo de administracién simultanea triple de mJX-594 + anti-PD-1 + anti-CTLA4 en comparacion
con el control (Ver Figura 7). Sorprendentemente, la administracién simultdnea de mJX-594 y anti-PD-1 dio como
resultado una supresién (retraso) mas significativa del crecimiento tumoral que la administracién secuencial de estos
agentes (consulte la Figura 7). Se observd un mayor retraso en el crecimiento del tumor en el grupo de administracién
triple simultdnea ("Combi (mJX-594+ aPD1 + aCTLA4") (Ver Figura 7).

[0159] Cuando se compar6 el tamafio del tumor de cada ratén entre los grupos de tratamiento, se confirmé la regresién
del tumor en los grupos de combinacién en comparacién con el control. Mientras que la regresién del tumor se observé
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desde el dia 12 en el grupo secuencial, los tumores tienden a retroceder desde el dia 6 en los grupos de combinacién
simultédnea y triple simultanea.

[0160] Estos resultados sugieren sorprendentemente que el régimen de administraciéon y potencialmente la via de
administraciéon pueden afectar significativamente los efectos antitumorales de la terapia combinada. En particular, el
virus vaccinia tiene sinergia con el inhibidor de puntos de control (anti-PD-1, CTLA-4) para inducir una fuerte reaccién
inmune antitumoral si el virus vaccinia y el inhibidor de puntos de control se administran simultdneamente. En algunos
casos, hubo una fuerte reaccién inmune antitumoral cuando el virus vaccinia se administré por via intratumoral como
parte de la administracion simultanea. Los efectos antitumorales sinérgicos observados para la administracién
simultdnea de virus vaccinia e inhibidor de puntos de control son particularmente sorprendentes porque se entiende
en la técnica que los inhibidores de puntos de control inmunitarios inhiben la replicaciéon de virus oncoliticos tales como
vaccinia (Rojas et al., J. Immunol., 192 ( 1 Suplemento): 142.3 (2014)).

Virus vaccinia + anti-CTLA4

[0161] Se inyectaron subcutdneamente 5 x 10° células Renca (cancer de rifién) en el flanco derecho de ratones
inmunocompetentes BALB/c de 8 semanas de edad. El tratamiento se inici6 (dia 0) cuando el tamafio del tumor
alcanz6 50-100 mm3.

[0162] Los ratones se asignaron aleatoriamente a cinco grupos de tratamiento: (i) Grupo de control: se inyecté PBS
por via intratumoral los dias 0, 3, 6, 9, 12y 15; (ii) grupo de monoterapia con mJX-594: se inyectaron intratumoralmente
1 x 10 7 ufp de mJX-594 los dias 0, 3, 6 y 9; (iii) grupo de monoterapia anti-CTLA4: se inyectaron 4 mg/kg de anticuerpo
por via intraperitoneal los dias 0, 3, 6, 9, 12, 15; (iv) grupo de combinacién secuencial mJX-594 + anti-CTLA4: mJX-
594 y anti-CTLA4 se administraron secuencialmente, con mJX-594 inyectado intratumoralmente los dias 0, 3,6y 9y
anti-CTLA4 administrado intraperitonealmente los dias 6, 9, 12 y 15; (v) grupo de combinacién simultdnea de mJX-
594 y anti-CTLA4: mJX-594 y anti-CTLA4 se administraron secuencialmente, con mJX-594 inyectado
intratumoralmente los dias 0, 3, 6 y 9 y anti-CTLA4 inyectado intraperitonealmente los dias 0, 3, 6, 9, 12 y 15 (Ver
Figura 8).

[01863] El tamafio de los tumores se midié cada 3 dias en todos los grupos. Los ratones se sacrificaron cuando se
realizé la observacién (dia 16) mediante CO2 , se tomé eltumor y se sometid a anélisis de citometria de flujo (linfocitos
infiltrantes de tumores CD4+ y CD8+ (TIL), Gr1+/CD11b+).

[0164] Se confirmé que el crecimiento tumoral se suprimié en todos los grupos de tratamiento en comparacién con el
control. (Ver Figura 9). Se observé una supresién significativamente mayor del crecimiento tumoral en los grupos de
tratamiento combinado, observandose la mayor supresién del crecimiento tumoral en el grupo de administracién
simultdnea (consulte la Figura 9).

[0165] Cuando se compar6 el tamafio del tumor de cada ratén entre los grupos de tratamiento, se confirmé la regresién
del tumor en los grupos de combinacién en comparacién con los grupos de monoterapia y control. Se observé una
mayor infiltracién de células T CD8 en todos los grupos de tratamiento en comparacién con el control. (Ver Figura
10A). Mientras que el nivel de MDSC aumentd en el grupo de monoterapia con mJX-594 en comparacién con el
control, no se observé ninglin cambio significativo en el grupo de tratamiento de combinacién secuencial y se observé
una disminucién en el nivel de MDSC en el grupo de tratamiento de combinacién simultadnea (consulte la Figura 10B).

Administracion simultanea de JX929 e inhibidores de puntos de control inmunitario

[0166] Se probaron los efectos antitumorales en el modelo de Renca de ratdn descrito anteriormente para JX929
administrado IT (6 x 107 ufp) simultaneamente con inhibidor del punto de control de PD-1 administrado por via
intraperitoneal. JX929 es una cepa de virus vaccinia de reserva occidental con alteraciones en los genes virales TKy
VGF (fenotipo TK - /VGF - ) y no expresa GM-CSF.

Lineas celulares —

[0167] Las células RENCA murinas (ATCC) se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal (FBS)
al 10 %, penicilina-estreptomicina al 1 % y se mantuvieron a 37 °C con CO 2 al 5 %.

Estudios In Vivo -

Se inyectaron células RENCA (2 x 10 ® células) en 100 ul de PBS a ratones BALB/c hembra de ocho semanas de
edad en la subcapsula del rifién izquierdo. El dia 10 después de la implantacion, los ratones que albergaban tumores
de Renca (50 mm 3 -100 mm 3 como se visualiza con el sistema de imagenes in vivo IVIS ® Spectrum) se trataron por
via intraperitoneal (ip) con (i) PBS (control) (i) virus vaccinia. (JX-929) en monoterapia (6x10 7 PFU los dias 10, 11y
12 después de la implantacién para un total de 3 dosis) (iii) monoterapia anti-PD1 (BioXcell, West Lebanon, NH, 100
Hl) (dias 10, 11 y 12 postimplantacién para un total de 3 dosis) o (iv) tratamiento simultdneo con JX929 + anti-PD1
(cada uno administrado los dias 10, 11 y 12 postimplantacién, con JX-929 administrado por la mafiana e ICI por la
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mafiana). tarde del mismo dia con un intervalo de 9 horas) segln el régimen mostrado en la Figura 1B.

[01869] Los ratones se sacrificaron 2 dias después del tratamiento final para anélisis histolégicos y de citometria de
flujo adicionales.

Citometria de flujo -

[0170] Se recogieron muestras de sangre periférica y se lisaron glébulos rojos con tampén de lisis RBC. Las células
se lavaron en PBS que contenia FBS al 1 % y a continuacién se tifieron con anticuerpos monoclonales de ratén anti-
CD8, de conejo anti-CD4 y de conejo anti-CD3 (Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.). Las células se fijaron con
paraformaldehido al 4 % y a continuacién se incubaron con anticuerpos anti-ratén de cabra conjugados con FITC o
anti-ratén de cabra conjugados con APC (Santa Cruz Biotechnology). Para cada muestra, se analizaron 10.000 células
utilizando el instrumento FACS Calibur (BD biosciences, CA, EE. UU.).

Anélisis Histolégico -

[0171] Se sacrificaron los ratones y se obtuvieron 6rganos vitales, incluidos rifilones y pulmones portadores de tumores,
que se fijaron con formalina castrada al 10 % (BBC Biochemical, WA, EE. UU.). Los tejidos se incluyeron en parafina
y las secciones (4 um de grosor) se tifieron usando hematoxilina y eosina para el analisis histolégico béasico. Para la
inmunofluorescencia y la inmunohistoquimica, las secciones se tifileron mediante el procedimiento estandar utilizando
un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para CD8 (Santa Cruz Biotechnology, CA, EE. UU.). A continuacién, las
secciones se incubaron con anticuerpo anti-ratén de cabra conjugado con FITC (Santa Cruz Biotechnology) para
inmunofluorescencia, o con el kit Vectastain ® Elite ABC-Peroxidase (Vector Laboratories, CA, EE. UU.) y se
visualizaron mediante Vector SG (Vector Laboratories) para inmunohistoquimica. Se midieron y compararon el peso y
el volumen de los tumores extraidos de cada grupo de tratamiento.

Ensayo ELISpot -

[0172] Las células secretoras de IFNy se evaluaron utilizando el kit de IFNy de raton ELISpot (Mabtech, Cincinnati,
OH) segun el protocolo del fabricante. Los bazos se aislaron y prepararon como suspensiones unicelulares. Los
esplenocitos se mezclaron con células tumorales RENCA o esplenocitos de ratones infectados con el virus Vaccinia
en una proporcién de 5:1 y se incubaron durante 24 horas a 37°C. La intensidad de puntos especificos se analizé
utilizando el software ImageJ (NIH).

Analisis estadistico -

[0173] Todos los valores se presentaron como media + desviacién estandar (DE). El anélisis estadistico se realizé
utilizando Instat 3 (GraphPad Software, CA, EE. UU.). Se analizaron comparaciones multiples mediante anélisis de
varianza unidireccional (ANOVA) y una prueba de comparacién pareada post-hoc de Bonferroni.

El tratamiento con mJX594 induce la expresién de proteinas de punto de control

[0174] A ratones Balb/c que portaban tumores de Renca superiores a 50 mm?se les administraron cuatro dosis
intratumorales de mJX594 (1 x 107 en cada uno de los dias 0, 3, 6 y 9) o control de PBS segln el régimen de
tratamiento mostrado en la Figura 1C.

[0175] El nivel de proteina de punto de control inmunitario en los tumores de los animales de control y tratados con
mJX594 se midi6 el dia O (antes del tratamiento) y el dia 12 después del sacrificio. La Figura 13 ilustra los cambios en
las proteinas de punto de control después del tratamiento en ratones tratados con mJx594 en relacidén con ratones de
control. Como se muestra en la Figura 13, el tratamiento con mJX594 induce la expresién de las proteinas del punto
de control, incluidas PD-1 (aumento de 4 veces), PD-L1, PD-L2, CTLA4 (aumento de méas de 2 veces), LAG3, TIM3
(aumento de mas de 3 veces) y TIGIT (aumento de méas de 2 veces). El tratamiento con virus vaccinia oncolitico
replicativo da como resultado cambios dindmicos en el microentorno inmunolégico del tumor, incluidos aumentos
significativos en las proteinas de punto de control PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG3, TIM3 y TIGIT, sensibilizando asi a los
tumores al bloqueo de cada una de estas proteinas de punto de control con sus respectivos inhibidores de puntos de
control. Los ensayos clinicos han demostrado que las células infiltrantes de tumores y la expresién de la proteina de
punto de control (por ejemplo, PD-L1) son indicadores del potencial de tratamiento con inhibidores de puntos de control
(por ejemplo, tratamiento anti-PD-L1), lo que respalda la eficacia de la terapia combinada descrita en este documento
no solo en pacientes con tumores que expresan proteinas de punto de control particulares, sino también en pacientes
con tumores que expresan niveles bajos (0 no expresan) proteinas de punto de control particulares.
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EJEMPLO 2

La remodelacién del microentorno tumoral mediante el virus vaccinia oncolitico intratumoral mejora la eficacia
del bloqueo de los puntos de control inmunitario

RESUMEN

[0176] La inmunoterapia contra el cdncer es una modalidad de tratamiento potente y duradera, pero su beneficio clinico
todavia no es universal. Aqui, empleamos mJX-594, un virus vaccinia oncolitico (VV) dirigido y armado con GM-CSF,
como compafiero de combinacién para inhibidores de puntos de control inmunitario (ICl) en ratones con cancer de
rifién implantado, cancer de colon y aquellos con cancer de mama esponténeo. La inyeccién intratumoral de VV indujo
una profunda remodelacién del microentorno tumoral, transformando el tumor de un tumor no inflamado de células T
a un tumor inflamado de células T con un mayor nimero y una funcién efectora mejorada de las células T
CD8*. Ademas, la terapia combinada de VV e IC| fue capaz de inducir la regresiéon del tumor con una mejor
supervivencia y un efecto antimetastasico. Nuestros hallazgos indican que VV provoca una sdélida inmunidad
anticancerigena en combinacién con ICl, superando la resistencia a la inmunoterapia.

INTRODUCCION

[0177] La inmunoterapia contra el cancer con inhibidores de puntos de control inmunitario (ICI) dirigidos a PD-1 o
CTLA-4 ha demostrado una eficacia terapéutica potente y duradera y ha surgido como una nueva arma en la guerra
contra el cancer (Hegde et al., 2016; Topalian et al. , 2015; Wolchok y Chan, 2014). Sin embargo, la eficacia clinica
de los ICl se limita a tumores con un microentorno tumoral (TME) inflamado por células T (Gajewski, 2015; Topalian
et al., 2016). En tumores poco inmunogénicos con pocos linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), el TME carece de firma
de interferén tipo | y quimiocinas para el reclutamiento de células T (Gajewski et al, 2013).
Ademas, las vasculaturas tumorales y los componentes estromales pueden representar una barrera contra el trafico
intratumoral de células T y sus funciones efectoras en las células tumorales (De Palma y Jain, 2017; Rivera y Bergers,
2015; Sharma et al., 2017). Por lo tanto, se requieren intervenciones terapéuticas adicionales para que estos tumores
no inflamados por células T remodelen adecuadamente el TME para hacer que estos tumores sean mas sensibles a
los tratamientos con ICI.

[0178] Los virus oncoliticos (OV) se han propuesto como una nueva clase de terapia anticancerigena, y actualmente
se estan evaluando OV con diferentes esqueletos y transgenes en ensayos clinicos (Bell, 2014; Lichty et al,
2014). Aunque el éxito de los OV se evalué inicialmente por su replicacién mas rapida y su capacidad oncolitica
mejorada durante la Gltima década, ahora estdn comenzando a ser reconocidos como agentes inmunoterapéuticos
porque las respuestas mas fuertes y duraderas después de la viroterapia oncolitica se combinaron con una induccién
exitosa de inmunidad antitumoral con aumento de células T efectoras y de memoria especificas del tumor (Bell, 2014;
Chiocca y Rabkin, 2014; Thorne, 2014). No obstante, debido a que la eficacia terapéutica de los OV se vio muy
obstaculizada por el TME inmunosupresor, liberar los frenos del sistema inmunolégico es fundamental para maximizar
la eficacia inmunoterapéutica de los OV (Bell and llkow, 2017; Hou et al.,, 2016; Liu et al., 2017). Por lo tanto, la
combinacién de OV e IC| es una estrategia racional y atractiva para superar el TME inmunosupresor y poco
inmunogénico.

[0179] UX-594 (pexastimogene devacirepvec, Pexa-vec) es un virus vaccinia oncolitico (VV) que esta disefiado para
expresar un transgén de activacién inmune, GM-CSF, y tiene el gen viral de timidina quinasa alterado (Kirn y Thorne,
2009). JX-594 mostrd una impresionante actividad anticancerigena con baja toxicidad en estudios preclinicos y clinicos
y se convirtié en una de las plataformas OV mas factibles y prometedoras en desarrollo clinico (Breitbach et al., 2011a;
Cripe et al., 2015; Heo et al. , 2013; Park et al., 2008). Ademas de su actividad oncolitica y de alteracién vascular, se
propone que JX-594 muestre un efecto de vacunacion contra el cancer in situ porque puede provocar una respuesta
inmune adaptativa contra los antigenos tumorales para la alteraciéon selectiva del tumor y la posterior liberacién
adicional de antigenos tumorales (Breitbach et al., 2011b; Breitbach et al., 2015a). Aunque JX-594 se encuentra ahora
en un ensayo clinico aleatorizado de fase lll en carcinoma hepatocelular avanzado (Abou-Alfa et al., 2016), muy pocos
estudios caracterizaron sus funciones inmunomoduladoras en TME primario, asi como en lesiones distantes después
del tratamiento con JX-594 (Kim et al., 2018). Ademés, alin no se ha buscado ni verificado la combinacién 6ptima de
JX-594 con agentes inmunoterapéuticos, tales como ICI.

[0180] Aqui, analizamos exhaustivamente la remodelacién dindmica de TME con la variante de ratén de JX-594 (mJX-
594, WR.TK -mGM-CSF) e investigamos su potencial inmunoterapéutico para proporcionar una estrategia
combinatoria racional con ICl en modelos de tumores poco inmunogénicos.

RESULTADOS
mJX-594 convierte tumores inmunosupresores no inflamados en tumores inflamados

[0181] Para determinar el potencial inmunomodulador del virus oncolitico mJX-594, examinamos los cambios
temporales del microentorno tumoral en los tumores de Renca poco inmunogénicos después de una Unica inyeccién
de mJX-594. El nivel de mJX-594 ya era alto el dia 1, alcanzé su punto maximo el dia 3 y casi indetectable el dia 7
después de la inyeccidn (Figuras 33A y 33B). Por el contrario, la vasculatura tumoral mostré la respuesta opuesta a
los niveles virales; la densidad vascular del tumor se redujo notablemente entre el dia 1 y el dia 3 pero se recuperé el
dia 7 y posteriormente después de la inyeccién (Figuras 33A y 33B), lo que indica que mJX-594 induce una alteracién
vascular del tumor potente pero transitoria. Cabe destacar que la poblacién de células T citotéxicas CD8* dentro del
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area intratumoral, que comprende el aspecto mas critico de la inmunidad anticancerigena, comenzd a aumentar
sorprendentemente el dia 5, alcanzé su punto méximo el dia 7 y permanecié en una densidad alta 2 semanas después
de la inyeccién (Figuras 33A y 33B), lo que demuestra claramente una conversién distinta y duradera de un tumor no
inflamado en un tumor inflamado con células T mediante mJX-594. En comparacién, las células dendriticas (DC)
CD11c * emergieron transitoriamente el dia 3 y disminuyeron posteriormente (Figuras 33A y 33B). El nivel de
expresion de PD-L1 fue minimo el dia 0 y se incrementd después del tratamiento con mJX-594 (Figuras 1A y
1B). Curiosamente, la regulacién positiva temporal de PD-L1 sigue inmediatamente después de la afluencia masiva
de TIL CD8" (Figura 1C), lo que indica la activaciéon de la via de retroalimentaciéon negativa que intenta suprimir la
inmunidad mediada por células T. La mayoria de las células que expresaban PD-L1 eran células tumorales de
citoqueratina®, y algunas células mieloides CD11b * también expresaban PD-L1, mientras que las células T no (Figura
1D). Por lo tanto, mJX-594 es un potenciador de la inmunidad anticancerigena potente y duradero al reclutar células
T CD8 * citotéxicas en los tumores frios, asi como un disruptor transitorio de la vasculatura tumoral.

[0182] Para dilucidar las vias inmunitarias del cdncer moduladas por mJX-594, analizamos exhaustivamente los
cambios en los niveles de expresion de 750 genes relacionados con el sistema inmunitario después de la monoterapia
con mJX-594 utilizando un panel PanCancer Immune Profiling. Los resultados mostraron diferencias prominentes en
las firmas inmunes relacionadas con genes entre los tumores de control y los tratados con mJX-594 (Figura
33E). Aproximadamente 100 genes inmunomoduladores mostraron cambios estadisticamente significativos en sus
niveles de expresion, incluidos aquellos implicados en la activacién de la sefializacién de tipo IIFN, la maduracién de
DC vy la activacién de células T (Figura 33F). En particular, observamos expresiones generalmente mas altas de
moléculas de puntos de control inmunes inhibidoras (incluidas Pd-1, Pd-11, Ctla-4 y Lag-3) y agonistas (incluidas Icos,
Gitr y Cd27) en TME en comparacién con el control (Figuras 33G). Ademas, analisis adicionales del TME revelaron
aumentos en los genes relacionados con la respuesta Th1y Th2, lo que sugiere inmunomodulaciéon por monoterapia
con mJX-594 (Figuras 33G). También encontramos que varios genes implicados en TME y células mieloides
aumentaron significativamente (Figuras 33G). En particular, los aumentos en las expresiones de Nos2 y Cd86
representan la polarizacién de las células mieloides a macréfagos M1. Estos resultados indican que mJX-594 provoca
una activaciéon inmunitaria a largo plazo a través de cambios dinamicos en el TME para remodelar tumores no
inflamados en tumores inflamados por células T que pueden responder al bloqueo de los puntos de control inmunitario.

mJX-594 aumenta la infiltracién intratumoral de células T CD8" e induce la repolarizacién de células mieloides

[0183] EI retraso en el crecimiento tumoral inducido por mJX-594 dependia de la dosis (Figuras 34A y
34B). Paralelamente, los aumentos inducidos por mJX-594 en la infiltracién de células T CD8" en regiones tanto
peritumorales como intratumorales también fueron dependientes de la dosis (Figuras 34C y 34D). De hecho, el
analisis de subconjunto por citometria de flujo del compartimento de células linfoides también revel6 que los nimeros
absolutos aumentados inducidos por mJX-594 de células T CD8" y CD4" intratumorales dependian de la dosis (Figura
34E y 34G). Aunque el numero de células T reguladoras CD4* Foxp3*" CD25" también aumentd después de la
administracion triple de mJX-594 (Figura 34H), la proporcion de células T CD8* con respecto a células T reguladoras
fue 5,3 veces mayor en comparacién con la del tratamiento de control. (Figura 34l1), lo que implica un aumento general
en la funcién efectora de las células T en TME mediante el tratamiento con mJX-594. Ademés, las expresiones de
ICOS y granzima B (GzB), que son marcadores coestimuladores y de activacién de células T, aumentaron en células
T CD8" después del tratamiento con mJX-594 (Figura 34J). Un analisis de subconjunto adicional del compartimento
de células mieloides revelé que no hay cambios significativos en la fraccién de células mieloides CD1 1b+Gr1+ en
tumores tratados con tratamiento mJX-594 (Figura 34K). Sin embargo, la fraccién de células mieloides monociticas
CD1 1b* Ly6G LyBC* aumentd, mientras que la fraccibn de células mieloides granulociticas CD1
1b * Ly6G * Ly6C " se redujo, lo que indica la polarizacion de las células mieloides después de la administracién de
mJX-594 (Figuras 34L y 34M). Estos hallazgos demuestran que la administracién repetida de mJX-594 mejord la
inmunidad anticancerigena, lo que resulté en una mayor infiltracién de células T activadas y repolarizacién de células
mieloides.

La inyeccién intratumoral de mJX-594 conduce a respuestas inmunes sistémicas y especificas del cancer

[0184] Para determinar si la inyeccion local de mJX-594 podria inducir una respuesta inmune sistémica en tumores
distantes no inyectados, administramos mJX-594 en el tumor del lado derecho después de la implantacién de tumores
de Renca en ambos flancos laterales. Este tratamiento suprimié el crecimiento de los tumores de Renca tanto derecho
como izquierdo (lado opuesto, no inyectado) (Figura 35A). De acuerdo con la inhibicién del crecimiento tumoral en los
lados bilaterales, las infiltraciones de células T CD8" en regiones intratumorales aumentaron 7,9 y 5,5 veces en los
tumores de Renca derecho e izquierdo (Figuras 35B y 35C), lo que sugiere que la viroterapia con mJX-594 local es
capaz de activar fuertemente la inmunidad anticancerigena sistémica.

[0185] A continuacidn, para excluir la posibilidad de propagacion viral directa a tumores distantes a través de la
circulacion sistémica después de la viroterapia local, examinamos la replicacién viral en los tumores de Renca
izquierdos no inyectados y no encontramos virus vaccinia detectable en los tumores izquierdos (Figura 41), lo que
indica que la actividad anticancerigena de mJX-594 estaba mediada inmunitariamente y no era el resultado de la
propagacidn viral sistémica.
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[0186] Para evaluar si la respuesta inmune sistémica observada era especifica del tumor, realizamos un experimento
similar usando ratones a los que se les implantaron tumores Renca en el flanco derecho y tumores CT26 en el flanco
izquierdo. El tratamiento intratumoral del tumor de Renca derecho con mJX-594 disminuy6é notablemente el
crecimiento del tumor inyectado, mientras que el crecimiento del tumor CT26 izquierdo no tratado no se vio afectado
(Figura 35D). Los analisis microscépicos proporcionaron resultados consistentes en que las células T CD8* se
acumularon en los tumores Renca pero no en CT26 (Figuras 35E y 35F), lo que indica que la viroterapia con mJX-
594 indujo una respuesta de células T CD8" especifica del tumor. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el
tratamiento local con mJX-594 puede provocar inmunidad anticancerigena sistémica, con infiltracién de linfocitos
especifica del tumor incluso en tumores distantes.

La inmunidad anticancerigena desempeiia un papel fundamental en la eficacia terapéutica general de JX.

[0187] Para determinar qué componentes del sistema inmunitario eran responsables de la eficacia terapéutica de mJX-
594, examinamos su efecto sobre tumores en ratones tratados con anticuerpos neutralizantes contra CD8, CD4 o GM-
CSF (Figura 36A). Es de destacar que el agotamiento de las células T CD8* o CD4" anulé la inhibicién efectiva del
crecimiento tumoral mediante la monoterapia con mJX-594 (Figuras 36B y 36C), enfatizando la importancia del
mecanismo mediado por el sistema inmunitario en lugar de la oncdlisis directa, en la inhibicién tumoral inducida por
mJX-594. Curiosamente, el agotamiento de las células T CD4* en el momento de la inyeccién de mJX-594 disminuyd
de manera intrigante la infiltracién intratumoral de las células T CD8"* (Figura 36D), lo que indica que las células T
CD4 * estan implicadas en la activacion y el reclutamiento de las células T CD8" en TME. Sin embargo, el agotamiento
de las células T CD8" no alter6 significativamente la infiltracién de las células T CD4 * (Figura 36E), lo que indica que
las células T CD8* no afectaron a las células T CD4* en TME. Estos datos muestran que el tratamiento intratumoral
de mJX-594 induce el cebado de las células T CD8* y CD4*, que pueden interactuar entre si para mediar la inmunidad
anticancerigena. La viroterapia anterior basada en el virus del herpes y vaccinia utilizé GM-CSF como un transgén de
activacion inmune, que recluta y activa células presentadoras de antigenos (APC) que posteriormente desencadenan
la respuesta de las células T. Sin embargo, el uso de GM-CSF sigue siendo controvertido debido a sus posibles
funciones inmunosupresoras en la progresidén tumoral, tal como la induccién de la proliferaciéon de células supresoras
derivadas de mieloides (MDSC) (Thorne, 2014). En consecuencia, exploramos si se requiere GM-CSF para el efecto
terapéutico de mJX-594. Curiosamente, el agotamiento de GM-CSF anul6 el efecto antitumoral de mJX-594 y redujo
los niveles de células T CD8* y CD4*, lo que sugiere que GM-CSF es importante para la eficacia inmunoterapéutica
de mJX-594 (Figuras 36C-36E). Por tanto, tanto las células T CD8* como las CD4* son mediadores indispensables
del efecto anticancerigeno de mJX-594, y el GM-CSF podria proporcionar un beneficio inmunoterapéutico.

La combinacién de mJX-594 con el bloqueo del punto de control inmunitario provoca un efecto
anticancerigeno sinérgico con una mayor infiltracién de linfocitos T en el tumor

[0188] Para superar la resistencia a la monoterapia con ICI, evaluamos el beneficio de combinar mJX-594 con ICI. La
combinacion de aPD-1 y mJX-594 redujo el crecimiento tumoral en un 70 %, mientras que cada monoterapia con aPD-
1y mJX-594 retrasé el crecimiento tumoral en un 22,8 % y un 44 % a los 12 dias después de los tratamientos (Figuras
37A y 37B). En apoyo de estos hallazgos, los analisis microscopicos identificaron un aumento notable en el
reclutamiento de células T CD8" en regiones peritumorales (18,8 veces) e intratumorales (21,4 veces) de tumores
tratados con terapia combinada en comparacién con el control (Figuras 37C y 37D). Los vasos sanguineos del tumor
CD31" se redujeron significativamente en estas regiones (1,8 veces y 2,6 veces, respectivamente; Figuras 37C y
37D). Ademas, se observd una apoptosis tumoral mas extensa en los tumores tratados con terapia combinada en
comparacién con el control (Figuras 5C y 5D). Aunque la expresién de PD-L1 fue minima en los tumores de control,
esta muy regulada positivamente después del tratamiento con mJX-594 (Figuras 37C y 37D). Este hallazgo sugiere
que la expresién de PD-L1 inducida en TME es un mecanismo adaptativo de retroalimentacién negativa que amortigua
la inmunidad anticancerigena después de la viroterapia oncolitica, por lo que proporciona una base racional para la
terapia combinada de mJX-594 y el bloqueo de PD-1/PD-L1 para potenciar el efecto inmunoterapéutico de mJX-594
(Figura 37E).

[0189] En general, estos resultados sugieren que la terapia de combinacién puede superar la resistencia a la
monoterapia con mJX594 o aPD-1 a través de una inmunidad anticancerigena mejorada al aumentar la infiltracién de
células T CD8".

[0190] De manera similar, el tratamiento combinado con aCTLA-4 y mJX-594 también fue sinérgico. Aunque el
crecimiento tumoral fue inhibido modestamente por la monoterapia con mJX-594 (42,0 %) o aCTLA-4 (20,0 %), se
observé una inhibicién més fuerte (57,6 %) con la terapia combinada (Figuras 42A y 42B). Ademés, después de la
terapia de combinacién, se observd una mayor acumulacién de células T CD8* en las regiones periféricas (aumento
de 27,0 veces) y central (aumento de 26,4 veces) de los tumores en comparacién con los controles (Figuras 42C y
42D). Junto con niveles aumentados de células T CD8" intratumorales, los vasos CD31*también estaban
marcadamente alterados tanto en las regiones periféricas como en las centrales en comparaciéon con el control
(reducciones de 2,1 veces y 3,8 veces, respectivamente; Figuras 42C y 42E). Ademas, la citometria de flujo revelé
que la infiltracién intratumoral de células T CD8* y CD4* también aumentd con la terapia combinada de mJX-594 y
aCTLA-4 (Figuras 42F-42H).
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[0191] En conjunto, estos resultados indican que la terapia combinada usando mJX-594 e ICI puede superar la
resistencia a la inmunoterapia en TME inmunosupresores, lo que da como resultado efectos anticancerigenos
sinérgicos.

La eficacia de la inmunoterapia combinada con mJX-594 intratumoral e ICI no se ve afectada en gran medida
por el programa de tratamiento.

[0192] Debido a que ICI pueden afectar negativamente a la replicacién viral y conducir a una depuracién prematura
de OV, varios estudios exploraron esquemas 6ptimos de tratamiento usando combinaciones de viroterapia oncolitica
sistémica e ICI, e informaron que algunos esquemas combinados podrian inducir a antagonizar la eficacia terapéutica
(Liu et al. ., 2017; Rojas et al., 2015). Sin embargo, no se han descrito estudios similares que examinen la viroterapia
oncolitica local. Para establecer el programa de combinacién 6ptimo para mJX-594 intratumoral e ICI, comparamos lo
siguiente: (1) administracion simultanea de mJX-594 e IC| (programa I); (2) inicio de ICI 3 dias después de la
administraciéon de mJX-594 (programa Il); y (3) administracion de mJX-594 3 dias después del inicio de ICI (programa
IIl; Figura 38A). Todos los esquemas de combinacién retrasaron el crecimiento del tumor en aproximadamente un
40 % (Figuras 38B y 38C). Asimismo, los niveles de células T CD8* y CD4 * infilirantes de tumores aumentaron >8
veces y >4,0 veces, respectivamente, lo que también mostré niveles notablemente aumentados de expresién de ICOS
y GzB en células T CD8 * (Figuras 38D-38F).

[0193] De manera similar a la terapia de combinacién con mJX-594 y aPD-1, la combinacién de mJX-594 y aCTLA-4
inhibi6 el crecimiento tumoral en ~40 % independientemente del programa de tratamiento (Figuras 43A y
43B). Ademas, la infiltracién intratumoral de linfocitos T CD8"y CD4*(aumentos >7 veces y >7 veces,
respectivamente), asi como la expresién de GzB e ICOS en células T CD8" , fueron mayores independientemente del
programa de tratamiento (Figuras 43C- 43E).

[0194] En conjunto, la terapia combinada con inyeccidén intratumoral de mJX-594 y bloqueo del punto de control
inmunitario sistémico condujo a una respuesta inmune anticancerigena eficaz independientemente del programa de
tratamiento, lo que sugiere que la administracion intratumoral de mJX-594 no se ve afectada significativamente por el
programa variable de administracién de ICI.

La triple combinacién de mJX-594, aPD1 y aCTLA4 puede inducir la regresién tumoral completa y proporciona
un beneficio de supervivencia a largo plazo en el cancer de rifién implantado

[0195] Como las combinaciones duales de mJX-594 e IC| no indujeron la regresién tumoral completa, exploramos la
terapia de combinacién triple usando mJX-594, aPD-1 y aCTLA-4. Mientras que la combinacién dual de aPD-1 y
aCTLA-4 retrasé el crecimiento tumoral en un 14,5 %, y la monoterapia con mJX-594 inhibid el crecimiento tumoral en
un 36,9 %, la combinacién triple inhibi6 el crecimiento tumoral en un 76,5 % (Figuras 39A y 39B). En particular, unos
pocos (~40 %) de este grupo de combinacién triple dieron como resultado una regresién tumoral completa, que no se
observé en ningln otro grupo (Figura 39C).

[0196] Para confirmar si los potentes efectos anticancerigenos inducidos por la terapia de combinacién triple podrian
traducirse en un beneficio de supervivencia a largo plazo, realizamos analisis de supervivencia de ratones portadores
de tumores. De hecho, los ratones tratados con terapia de combinacién triple mostraron un beneficio de supervivencia
notable en comparacioén con los otros tratamientos (Figura 39D). Ademés, los ratones con regresién tumoral completa
estuvieron libres de tumores durante més de 12 semanas después del final del tratamiento y estuvieron completamente
protegidos contra la nueva exposicién a células tumorales, lo que sugiere el establecimiento de una memoria inmune
efectiva a largo plazo (Figura 39E).

[0197] Estos hallazgos demuestran que la inmunoterapia de combinacién triple tiene el potencial de inducir la regresién
tumoral completa y la supervivencia a largo plazo.

La terapia de combinacién triple mejora las respuestas inmunes contra el cancer en un modelo de cancer de
mama espontaneo

[0198] Para validar definitivamente la eficacia inmunoterapéutica a largo plazo de la terapia de combinacion triple en
tumores inmunorresistentes, empleamos el modelo de ratén transgénico MMTV-PyMT, que es un modelo de céncer
de mama espontaneo con resistencia intrinseca a la inmunoterapia contra el cancer (Schmittnaegel et al,
2017). Después de 4 semanas de tratamiento, los ratones tratados con la combinacion triple de mJX-594, aPD-1y
aCTLA-4 exhibieron una reduccién significativa en la carga tumoral general en un 38,7 % y en el nimero de nédulos
tumorales mamarios palpables en comparacién con los ratones de control (Figura 40A-40D). Ademas, la terapia de
combinacién triple condujo a una reduccién del 48,1 % en el tamafio promedio de cada nddulo tumoral y mejoré la
supervivencia general en comparacién con otros tratamientos (Figura 40E-40F). Los anélisis histolégicos (Figura 40G,
ver leyenda para una explicacion detallada) revelaron un carcinoma menos invasivo con margenes tumorales bien
conservados en el grupo de combinacién triple, lo que indica que la combinacién triple retrasa de manera eficaz la
progresidn y la invasién del tumor. Por otro lado, los tumores tratados con una combinacién dual de aPD-1y aCTLA-
4 mostraron un fenotipo de carcinoma invasivo comparable al del grupo de control, que habia invadido los tejidos
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circundantes y formado laminas sélidas de células tumorales. En consecuencia, después de la terapia de combinacidn
triple, el reclutamiento intratumoral de células T CD8 * aumentd notablemente > 50 veces en comparacién con
cualquier otro tratamiento (Figuras 40H y 401). Sin embargo, la densidad vascular del tumor fue similar entre los
grupos de tratamiento (Figura 40J). Estos hallazgos indican que la inmunidad anticancerigena mejorada, no el efecto
de alteracidn vascular, es fundamental para la eficacia terapéutica duradera de la inmunoterapia de combinacién triple
con mJX-594 e ICI. Finalmente, el nUmero de metastasis pulmonares hematdgenas se redujo significativamente en el
grupo de combinacién triple (Figuras 40K y 40L), lo que indica efectos antimetastasicos eficaces mediante la terapia
de combinacion triple.

[0199] En conjunto, estos resultados demostraron que la inmunoterapia de combinacién triple con mJX-594 e IC| puede
provocar una respuesta inmune anticancerigena robusta incluso en un modelo de cancer de mama espontaneo poco
inmunogénico.

DISCUSION

[0200] Aqui, demostramos que la terapia de combinacién con mJX-594 e ICl| es una estrategia terapéutica eficaz para
tumores inmunorresistentes. La terapia combinada condujo a un "punto de ebullicion" inmunolégico en el que un tumor
frio y no inflamado se quema lo suficiente como para permitir que el sistema inmunolégico del huésped erradique las
células tumorales. El efecto méas profundo se observd con la inmunoterapia triple con mJX-594, anti-PD-1 y anti-
CTLAA4, que indujo una regresién completa en aproximadamente el 40 % de los tumores de Renca, que es uno de los
tumores singénicos mas resistentes a la inmunoterapia. Esta fuerte sinergia puede explicarse por la cooperacién
mutuamente complementaria de VO e ICI.

[0201] JX-594 es un OV en la etapa més avanzada de ensayos clinicos, que se sabe que actla a través de diversos
mecanismos (Abou-Alfa et al., 2016). Aunque puede inducir rApidamente oncdlisis directa y alteracién vascular en el
tumor, estos efectos son transitorios y en su mayoria disminuyen dentro de la semana posterior a la inyeccion. A partir
de entonces, las células T CD8" se infiltran ampliamente en el tumor para iniciar respuestas inmunitarias
anticancerigenas. Sin embargo, al mismo tiempo, los tumores comienzan a evolucionar para evitar la eliminacién
mediada por el sistema inmunolégico mediante la regulaciéon positiva de moléculas de puntos de control inhibidores
del sistema inmunitario, tales como PD-1, PD-L1 o CTLA-4 en el TME. Debido a que los efectos anticancerigenos mas
potentes y duraderos de OV se logran cuando se combina con una induccidén y mantenimiento exitosos de la inmunidad
antitumoral, es razonable combinar ICI con OV para evitar el cierre temprano de la inmunidad anticancerigena inducida
por OV.

[0202] Aunque la monoterapia con ICI revolucioné el panorama del tratamiento del céncer, su espectacular respuesta
terapéutica se limita a un subconjunto de pacientes. Esto dio origen al concepto de tumores inmunoldgicamente
"calientes" o "frios"; los tumores calientes responden bien a ICI, ya que estdn inmunolégicamente inflamados con TIL
y tienen una alta expresién de PD-L1, mientras que los tumores frios son refractarios a ICl debido a la escasez de TIL
CD8 * y TME inmunosupresor (Bell e llkow, 2017; Gajewski et al., 2013). Por lo tanto, los esfuerzos actuales se centran
en superar la resistencia a ICl mediante la conversién de tumores inmunolégicamente frios en tumores calientes. En
estos aspectos, nuestro resultado presenta mJX-594 como un socio combinado ideal para ICI. Puede replicarse
selectivamente en células tumorales, destruirlas y liberar antigenos tumorales para estimular el sistema inmunolégico
del huésped. Ademas, nuestro estudio muestra que puede convertir drasticamente el TME del estado frio al estado
caliente al inducir respuestas inflamatorias intratumorales: induccién de respuestas Th1, activacién y reclutamiento de
células T, regulaciéon positiva de PD-L1 y polarizacién de células mieloides hacia actividad antitumoral. Curiosamente,
se sabe que la replicacidn y propagacién de OV es més activa en tumores frios donde hay pocas células inmunes para
eliminar OV, mientras que los tumores calientes con abundantes TIL residentes podrian inducir la eliminacién
prematura de OV y atenuar sus efectos terapéuticos (Bell e llkow, 2017). Por lo tanto, junto con los resultados de este
estudio, mJX-594 es un compariero de combinacidén éptimo para ICI, especialmente para tumores frios no inflamados
con resistencia intrinseca a la inmunoterapia.

[0203] GM-CSF es la carga genética terapéutica de OV mas utilizada. Dos OV que se encuentran en las fases mas
avanzadas de ensayos clinicos, T-Vec y Pexa-Vec (JX-594), estan armados con GM-CSF. Aunque se sabe
generalmente que el GM-CSF induce la proliferacién de diversas células inmunitarias, tales como las CD, existe
preocupacioén con respecto a la proliferaciéon no deseada de células inmunosupresoras, tales como las MDSC (Hou et
al.,, 2016). En el presente estudio, revelamos que mJX-594 no alterd significativamente la fraccion de células CD1
1b+Gr1+ intratumorales. Ademés, la neutralizacién de GM-CSF eliminé la eficacia terapéutica de mJX-594, lo que se
debié en parte a la reduccion de CD8 * TIL, lo que indica que GM-CSF tiene un papel indispensable en la inmunidad
contra el cancer provocada por mJX-594.

[0204] Estudios anteriores informaron que, aunque la combinacién de OV e ICI| provoca una respuesta inmune

impresionante, su eficacia terapéutica puede verse afectada en gran medida por la via de administracién y el programa

de tratamiento. En particular, cuando tanto OV como ICI se administran sistémicamente simultdneamente, la

combinacién podria ser antagonista debido a la inmunidad antiviral inducida por IC| que puede facilitar la depuracién

viral prematura, lo que indica la importancia de un intervalo de tiempo adecuado entre tratamientos para que OV

induzca una inmunidad anticancerigena exitosa. En el presente estudio, la inyecciéon local de mJX-594 indujo
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consistentemente inmunidad anticancerigena sin verse afectada significativamente por las secuencias de
administraciéon. Suponemos que esto se debe a que la inyeccidn intratumoral proporcioné a OV un lapso de tiempo
suficiente para inflamar el TME antes de ser eliminado por la inmunidad antiviral sistémica. Por lo tanto, al disefiar
ensayos clinicos de combinacién de ICl y OV, la terapia con OV intratumoral podria ser mas factible en comparacién
con la terapia con OV sistémica en términos de programa de administracién.

[0205] Ademas de nuestros resultados alentadores con la combinacién de mJX-594 e ICl, ya estan en curso varios
ensayos clinicos para investigar la eficacia de JX-594 en combinacién con aPD-1, aCTLA-4 o aPD-L1 para apuntar a
diversos canceres sélidos, incluido el cancer de higado, el cancer renal y el cancer de colon (ClinicalTrials.gov:
NCT03071094, NCT02977156, NCT03294083 y NCT03206073). Por lo tanto, podriamos verificar los hallazgos de
este estudio en un entorno clinico en un futuro préximo.

[0206] En conclusién, este estudio indico que la inyeccién intratumoral de mJX-954 induce una remodelacién profunda
de TME del estado frio al estado caliente y provoca una inmunidad anticancerigena robusta en combinacién con ICl,
superando la resistencia a la inmunoterapia.

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES
Ratones y lineas celulares.

[0207] Se adquirieron ratones BALB/c macho de entre 6 y 8 semanas de edad de Orient Bio Inc. (Seongnam, Gyeongdgi,
Corea), y se adquirieron ratones transgénicos MMTV-PyMT hembra (FVB/N) de Jackson Laboratory (Bar Harbor), YO,
EE. UU., #002374). Los ratones se alojaron en una instalacién para animales libre de patégenos especificos en la
Universidad CHA (Seongnam, Geyonggi, Corea). Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IACUC, #170025) de la Universidad CHA y se llevaron a cabo de
acuerdo con los protocolos aprobados. La linea celular de cancer renal murino Renca y la linea celular de cancer de
colon murino CT26 se obtuvieron de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA, EE. UU. #CRL-2947)y
del Banco de Lineas Celulares Coreanas (Sell, Corea, #80009). Estas células se mantuvieron en medio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 o medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), cada uno suplementado con 10 %
de suero bovino fetal (FBS) y 1 % de penicilina/estreptomicina, y se incubaron a 37°C, 5 % CO; en incubadora.

Generacion y cuantificacién de virus.

[0208] mJX-594, proporcionado por Sillajen, Inc. (Seul, Corea), es una cepa de reserva occidental (WR) del virus
vaccinia que codifica GM-CSF murino en el locus del gen de la timidina quinasa de vaccinia bajo el control del promotor
p7.5 y se utilizd a lo largo de este estudio. Este virus se amplificé en células HeLaS3 antes de la purificacién. En
resumen, se infectaron células HelLaS3 con virus vaccinia recombinante durante 3 dias, se recogieron mediante
centrifugacién, a continuacién se homogeneizaron y se centrifugaron una vez més. El sobrenadante que contenia el
virus se coloc6 en capas sobre un cojin de sacarosa al 36 % y se centrifugé a 32.900 g y el sedimento viral purificado
se resuspendié en Tris 1 mM, pH 9,0. Para determinar el titulo viral, se aplicé virus diluido en serie en DMEM sin suero
sobre una monocapa de células OS U-2 durante 2 horas, y a continuacién se afiadié carboximetilcelulosa al 1,5 % en
DMEM suplementada con FBS al 2 %. Después de 72 horas, las células se tifieron con cristal violeta al 0,1 % y se
contaron las placas.

Modelos tumorales y regimenes de tratamiento.

[0209] Se implantaron tumores mediante inyeccion subcutanea de 2 x 10° células Renca en el flanco derecho de
ratones BALB/c de tipo salvaje. Cuando los tumores alcanzaron> 50 mm?®, los ratones se trataron con PBS o 1 x
107 unidades formadoras de placas (ufp) de mJX-594 mediante inyeccion intratumoral cada 3 dias. Para el modelo de
tumor bilateral, se implantaron 2 x 10° células Renca por via subcutanea en el flanco derecho, y 1 x 10° células Renca
o CT26 se implantaron por via subcutanea en el flanco izquierdo 4 dias después. Para el estudio de agotamiento
celular, se utilizaron anticuerpos contra CD4 (200 pg, clon GK1.5, BioXCell), CD8 (200 pg, clon 53-6.72, BioXCell) o
GM-CSF (200 pg, clon MP1-22E9, BioXCell) inyectados por via intraperitoneal junto con mJX-594. Para el bloqueo del
punto de control inmunitario, se inyectaron por via intraperitoneal anticuerpos anti-PD-1 (10 mg/kg, clon J43, BioXCell)
y/o anti-CTLA-4 (4 mg/kg, clon 9D9, BioXCell) con o sin mJX-594, cada 3 dias dependiendo del esquema de
dosificacion. Los tumores se midieron cada 2 o 3 dias usando un calibrador digital y los volimenes de los tumores se
calcularon usando la formula elipsoide modificada (1/2 x (largo x ancho?)). El dia 50, los ratones supervivientes con
regresion tumoral completa se volvieron a exponer a 2 x 10° células Renca en el flanco izquierdo y se control6 el
crecimiento y la supervivencia del tumor. Los ratones fueron sacrificados cuando los tumores alcanzaron 1,5 cm de
didmetro o cuando los ratones estaban moribundos.

[0210] Se adquirieron ratones transgénicos MMTV-PyMT hembra de Jackson Laboratory. Nueve semanas después

del nacimiento, se midi6 el volumen de cada nodulo tumoral palpable (> 20 mm?) y se utilizé el volumen total de todos

los tumores combinados para calcular la carga tumoral por ratén. Los ratones MMTV-PyMT se aleatorizaron segun su

carga tumoral inicial y se trataron con 1 x 107 ufp de mJX-594 en presencia o ausencia de los inhibidores de puntos

de control inmunitario PD-1 (10 mg/kg) o CTLA-4 (4 mg/kg) en los puntos de tiempo indicados. Después de 4 semanas
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de tratamiento, se anestesiaron los ratones y se recogieron tejidos para analisis adicionales. Los anélisis de MMTV-
PyMT se realizaron tal como se describié anteriormente (Kim et al., 2014, Park et al., 20186).

Analisis histolégico

[0211] Para la tincion con hematoxilina y eosina (H&E), los tumores se fijaron durante la noche en paraformaldehido
(PFA) al 4 %. Después del procesamiento del tejido utilizando procedimientos estédndar, las muestras se incluyeron en
parafina y se cortaron en secciones de 3 um, seguido de tincién con H&E. La inmunofluorescencia se realizé en
secciones de tejido congelado. Los tumores se fijaron en PFA al 1 % a temperatura ambiente y se enjuagaron varias
veces con PBS, se infiltraron con sacarosa al 30 % y se congelaron en compuesto OCT. Se bloquearon secciones
congeladas (50 um de grosor) con suero de cabra normal al 5 % en PBS-T (Triton X-100 al 0,1 % en PBS) y a
continuacién se incubaron durante la noche con los siguientes anticuerpos primarios: virus anti-vaccinia (conejo,
Abcam), anti-CD31 (hamster, clon 2H8, Millipore; conejo, Abcam), anti-CD8 (rata, clon 53-6.7, BD Pharmingen), anti-
CD11c (hédmster, clon HL3, BD Pharmingen), anti-PD-L1 (conejo, clon 28-8, Abcam), anti-Caspasa3 (conejo, R&D
Systems), anti-Pan-Citoqueratina (Ratén, clon AE1/AE3, DAKO), anti-CD11b (rata, clon M1/70, BD Pharmingen) o
anti-CD3e (Hamster, clon 145-2C11, BD Pharmingen). Después de varios lavados, las muestras se incubaron durante
2 horas a temperatura ambiente con los siguientes anticuerpos secundarios: IgG anti-conejo conjugada con FITC, Cy3
o Cy5 (Jackson ImmunoResearch), IgG anti-rata conjugada con FITC (Jackson ImmunoResearch) , IgG anti-hamster
conjugada con FITC o Cy3 (Jackson ImmunoResearch), o IgG anti-ratén conjugada con FITC (Jackson
ImmunoResearch). Los nlcleos celulares se tifieron con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Invitrogen). Finalmente, las
muestras se montaron con medio de montaje fluorescente (DAKO) y las iméagenes se adquirieron con un microscopio
Zeiss LSM 880 (Carl Zeiss).

Analisis morfométrico

[0212] Las mediciones de densidad del virus vaccinia, vasos sanguineos, linfocitos T y células dendriticas, asi como
la medicién del area de células mieloides, se realizaron utilizando el software ImagedJ (http://rsb.info.nih.gov/ij). Para
determinar el nivel de infeccion por el virus vaccinia, se calculd el area VV+ por campo aleatorio de 0,49 mm? en
secciones de tumor. Para la densidad de los vasos sanguineos, se calculé el area CD31+ por campo aleatorio de 0,49
mm? en las regiones peritumorales e intratumorales. El grado de infiltracion de linfocitos T citotoxicos se present6
como porcentaje de area de CD8" por campo aleatorio de 0,49 mm? en regiones peritumorales e intratumorales. El
nivel de células dendriticas se midi6 calculando el porcentaje de area de CD11c* en campos aleatorios de 0,49 mm?. El
grado de apoptosis se presentd como el porcentaje de area de Caspasa3* por campos aleatorios de 0,49 mm?. Para
definir las células PD-L1*, se identificd la colocalizacién de PD-L1* con Pan-CK+, CD11b*y CD3* en un campo
aleatorio de 0,01 mm?. La metastasis pulmonar en ratones MMTV-PyMT se cuantificé midiendo colonias tumorales >
100 um de didmetro. Todas las mediciones se realizaron en al menos 5 campos por raton.

Analisis por citometria de flujo de células inmunes infiltrantes de tumores.

[0213] Se trituraron los tumores de cada grupo de tratamiento antes de la incubacién con agitacién durante 1 hora a
37 °C, en presencia de colagenasa D (20 mg/ml, Roche) y ADNasa | (2 mg/ml, Roche). Se generaron suspensiones
celulares mediante pipeteo repetido y a continuacién se filtraron a través de un colador celular de 70 um y se lisaron
para eliminar los gldébulos rojos. Después de lavar con PBS, las células resuspendidas se filtraron a través de una
malla de nailon. Se bloquearon suspensiones de células individuales de tejidos tumorales con un anticuerpo contra
CD16/32 (clon 2.4G2, BD Pharmingen) y se tifieron con un colorante de viabilidad fijable (eFlouord50, eBioscience)
para distinguir las células vivas. Para el analisis de los marcadores de superficie, las células se tifieron en PBS que
contenia FBS al 1 %, con anticuerpos dirigidos a CD45 (30-F11, BD Pharmingen), CD4 (RM4-5, BD Pharmingen),
CD8 (53-6.7, BD Pharmingen), CD3 (17A2 o 145-2C11, eBioscience), ICOS (7E.17G9 o 15F9, eBioscience), CD11b
(M1/70, BD Pharmingen), F4/80 (BM8, eBioscience), MHC Il (M5/114.15.2, eBioscience ), Ly6C (HK1.4, eBioscience),
Ly6G (1A8-Ly6g o RBB-8C5, eBioscience) o CD206 (MR5D3, eBioscience), durante 30 min en hielo. Las células se
permeabilizaron posteriormente utilizando un kit de permeabilizacién y fijacién de FoxP3 (eBioscience) y se tifieron
para FoxP3 (FJK-16s, eBioscience), CD25 (PC61.5, eBioscience) o Granzyme B (NGZB, eBioscience). Las células
marcadas se adquirieron utilizando un citémetro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter) y se analizaron utilizando el
software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR).

Aislamiento de ARN y analisis de expresién génica con NanoString.

[0214] Se extrajo ARN total de lisados tumorales completos usando TRIzol (Invitrogen) y se purificé con etanol; la
calidad del ARN se confirmé utilizando un instrumento Fragment Analyzer (Advanced Analytical Technologies, IA, EE.
UU.). El perfil inmunolégico se realizé con un panel de ratén NanoString nCounter PanCancer Immune Profiling
multiplexado digital (NanoString Technologies), utilizando 100 ng de ARN total aislado de tejidos tumorales. Las
hibridaciones se llevaron a cabo a 65 °C durante 16-30 h combinando 5 pl de cada muestra de ARN con 8 ul de sonda
nCounter Reporter en tampén de hibridacién y 2 ul de sondas nCounter Capture, para un volumen de reaccién total
de 15 pl. El exceso de sonda se eliminé mediante una purificacién basada en microesferas magnéticas de dos pasos
utilizando la estacién de preparacion nCounter (NanoString Technologies). La abundancia de moléculas diana
especificas se cuantificé con el analizador digital nCounter contando cédigos de barras fluorescentes individuales y
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evaluando las moléculas diana correspondientes. Para cada ensayo, se realizé un escaneo de alta densidad que
abarcaba 280 campos de visién. Los datos se recopilaron utilizando el analizador digital nCounter después de adquirir
imagenes de los reporteros fluorescentes inmovilizados en el cartucho de muestra con una cdmara CCD. El anélisis
de los datos se realizd utilizando el software nSolver (NanoString Technologies). Los datos del perfil de ARNm se
normalizaron con respecto a los genes constitutivos y se analizaron utilizando el software R (www.r-project.org).

Analisis estadistico

[0215] Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla,
CA) y PASW stats 18 (SPSS). Los valores se representan como media +/-error estdndar de la media (SEM) a menos
que se indique lo contrario. Las diferencias estadisticas entre medias se probaron mediante pruebas t de Student no
apareadas. Las curvas de supervivencia se generaron mediante el procedimiento de Kaplan-Meier y las diferencias
estadisticas entre las curvas se analizaron mediante la prueba de rangos logaritmicos. El nivel de significacién
estadistica se fijé en p < 0,05.
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REIVINDICACIONES

1. Terapia de combinacién que comprende (a) un virus vaccinia oncolitico replicativo y (b) uno o més inhibidores de
proteinas de punto de control inmunitario para su uso en el tratamiento de un tumor en un sujeto humano,
en la que el virus vaccinia oncolitico replicativo esta disefiado para expresar GM-CSF, y

en la que el virus vaccinia oncolitico replicativo y el uno o més inhibidores de proteinas de puntos de control
inmunitarios se administran simultdneamente al paciente.

2. Combinacién para su uso, segln la reivindicacién 1, en la que el virus vaccinia oncolitico replicativo se administra
por via intratumoral, por via intravenosa, intraarterial o intraperitoneal.

3. Combinacidn para su uso, segun la reivindicacién 1 o0 2, en la que el inhibidor de la proteina del punto de control
inmunitario es un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a la proteina del punto de control
inmunitario.

4. Combinacién para su uso, segun la reivindicaciéon 3, en la que el inhibidor de la proteina del punto de control
inmunitario es un anticuerpo monoclonal que se une selectivamente a PD-1 o PD-L1; 0 en la que el inhibidor de la
proteina del punto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal que se une selectivamente a CTLA-4.

5. Combinacién para su uso, segln cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el virus vaccinia oncolitico
replicativo es una cepa Wyeth, una cepa Western Reserve, una cepa Lister o una cepa Copenhagen.

6. Combinacién para su uso, segln cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que el virus vaccinia comprende genes
14L y/o FAL funcionales.

7. Combinacién para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, para uso en el tratamiento del carcinoma
de células renales.

8. Combinacién para su uso, segln cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que el sujeto no ha tenido éxito en al
menos una quimioterapia o inmunoterapia previa, preferiblemente en la que el sujeto tiene un cancer que es refractario
a una terapia inhibidora de puntos de control inmunitario, preferiblemente en la que el cancer es resistente al
tratamiento con anticuerpos anti-PD-1 y/o anticuerpos anti-CTLA-4.

9. Combinacién para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que se administran simultdneamente
al sujeto una primera dosis del virus vaccinia oncolitico replicativo y una primera dosis del inhibidor de proteina del
punto de control inmunitario, seguido de al menos una administracién simultanea consecutiva posterior del virus y del
inhibidor de la proteina del punto de control al sujeto, opcionalmente

en la que se administra al sujeto al menos una primera, segunda y tercera administracién simultdnea consecutiva del
virus vaccinia oncolitico replicativo y del inhibidor de la proteina del punto de control.

10. Combinacién para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que la terapia de combinacion

proporciona efectos antitumorales mejorados con respecto a la administracién Unica del virus vaccinia oncolitico
replicativo o uno o mas inhibidores de proteinas de puntos de control inmunitarios.
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