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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para reducir metastasis
Declaracion de apoyo del gobierno

Esta invencion se realizé con el apoyo del gobierno bajo las Concesiones Num. CA151652, CA149387, CA157738, y
DK100664 otorgadas por los Institutos Nacionales de Salud. El gobierno tiene ciertos derechos sobre la invencién.

Referencia a una lista de secuencias enviada como archivo de texto a través de efs-web

La lista de secuencias escrita en el archivo 482902_seqlisting.txt tiene 77.671 bytes y fue creada el 14 de septiembre
de 2016.

Campo de la invencion

El objeto de estudio descrito en el presente documento esta dirigido a tratamientos que previenen o reducen la
aparicién de cancer metastasico modificando factores del microentorno celular en tejidos susceptibles de metastasis.

Antecedentes

En el tratamiento del cancer, el diagnostico temprano y el tratamiento antes de la metastasis son criticos, ya que una
vez que el cancer ha hecho metastasis, las tasas de éxito de la terapia son sustancialmente mas bajas. En particular,
el cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas frecuente diagnosticado en todo el mundo, lo que lleva a la tercera
causa de muerte mas citada. Solo en los Estados Unidos, se diagnostican aproximadamente 143 460 pacientes, lo
que conlleva la muerte de 51 690 pacientes cada afio (American Cancer Society. Cancer Facts and Figures 2012.
Atlanta: American Cancer Society; 2012. pag. 25-6). Sin embargo, la causa de la muerte rara vez se debe a la carga
del cancer de colon primario, en el que la reseccion local del colon donde reside el cancer primario es bastante eficaz.
Desafortunadamente, la aparicion de metastasis en el higado es la principal causa de muerte en pacientes con CCR
(American Cancer Facts and Figures 2012. Atlanta: American Cancer Society; 2012. pag. 25-6).

En las primeras etapas de deteccion del cancer colorrectal, la tasa de supervivencia a cinco afnos es de
aproximadamente 90%. Desafortunadamente, esta tasa cae drasticamente a menos de 12% de supervivencia una vez
que se ha producido la metastasis en el higado. Los estudios también han encontrado que en el momento del
diagnéstico, 20% de los pacientes ya han desarrollado metastasis en el higado, y este nimero alcanza hasta 60-70%
de los pacientes que han desarrollado lesiones metastasicas en el higado en el momento de la muerte (Schima W,
Kulinna C, Langenberger H, et al. Liver metastases of colorectal cancer: US, CT o MR? Cancer imaging. International
Cancer Imaging Society. 2005; 5 (SpecNo A):S149-56).

Sin embargo, los tratamientos para enfermedades tales como el cancer, cuyo objetivo terapéutico final es destruir la
célula enferma o prevenir o inhibir su reproduccién, incluyen la administracion de farmacos citotéxicos. Los farmacos
citotoxicos incluyen muchos agentes quimioterapéuticos que se utilizan en el tratamiento de canceres, incluidos
agentes alquilantes, antimetabolitos y toxinas. La mayoria de los farmacos citotéxicos no son selectivos, destruyendo
tanto las células sanas como las células enfermas, lo que contribuye a efectos secundarios no deseables cuando estos
agentes se suministran sistémicamente. Por lo tanto, existe la necesidad de terapias alternativas que no dependan de
la administracion sistémica de agentes téxicos. El documento WO 2014/121085 divulga proteinas de fusion y usos
médicos de las mismas.

El objeto de estudio de este documento aborda las deficiencias de las terapias conocidas mediante la modificacion del
microentorno de los tejidos que son susceptibles de metastasis. Al hacerlo, se previene o reduce la metastasis y se
puede evitar el uso de agentes citotoxicos.

Breve compendio de la invencion

La invencion proporciona un trimero formado a partir de tres polipéptidos de fusion segun la reivindicacion 1. Las
realizaciones preferidas se definen en las reivindicaciones dependientes. La invencidn también proporciona un acido
nucleico que codifica el polipéptido de fusidon segun la reivindicacion 10 y un vector de expresion que comprende dicho
acido nucleico segun la reivindicacion 11.

En una realizacién, el objeto de estudio descrito en el presente documento se refiere a un método para modificar el
microentorno de una célula diana que comprende administrar sistémicamente a un sujeto una composicion que
comprende un vector, en donde el vector comprende una construccion para la expresion de una trampa, en donde la
trampa se expresa en la célula diana modificando asi el microentorno.

En una realizacién, el objeto de estudio descrito en el presente documento se refiere a un método para reducir la
metastasis de un cancer que comprende administrar sistémicamente a un sujeto que tiene cancer una composicion
que comprende un vector, en donde el vector comprende una construccion para la expresiéon de una trampa, en donde
la trampa se expresa en tejido susceptible de metastasis, modificando asi el microentorno del tejido y reduciendo la
metéstasis del cancer en el tejido.
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En una realizacion, el objeto de estudio descrito en el presente documento se refiere a un método para tratar el cancer
en un paciente que comprende administrar al paciente una composicion que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido capaz de unirse a CXCL12, en donde el polipéptido comprende un péptido de
sefalizacion para una localizacién extracelular o intracelular deseada y una regién de afinidad o trampa que
interacciona con CXCL12 e interrumpe su interaccion con su receptor o sus receptores endégenos, y en donde dicho
polipéptido se expresa transitoriamente.

En ofra realizacion, el objeto de estudio descrito en el presente documento se refiere a un método que comprende
adicionalmente la administracion de una segunda composicién que comprende un &cido nucleico que codifica un
polipéptido capaz de unirse a PD-L1, en donde el polipéptido comprende un péptido de sefnalizacion para una localizacién
extracelular o intracelular deseada y una regién de afinidad o trampa que interacciona con PD-L1 e interrumpe su
interaccion con su receptor o sus receptores enddgenos, y en donde dicho polipéptido se expresa transitoriamente.

En otra realizacion, un método comprende adicionalmente la administracion de una segunda composicién que
comprende un &cido nucleico que codifica un polipéptido capaz de unirse a PD-1, en donde el polipéptido comprende
un péptido de sefalizacidn para la localizacién extracelular o intracelular deseada y una regién de afinidad o trampa
que interactia con PD-1 e interrumpe su interaccidon con su receptor o sus receptores enddgenos, y donde dicho
polipéptido se expresa transitoriamente.

Estas y otras realizaciones se divulgan completamente en este documento.
Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa las estructuras proteicas enddgenas de la quimiocina CXCL12 utilizada para establecer una
trampa contra CXCL12 de tipo salvaje con biotina C-terminal como diana para la seleccion positiva. (A) La Estructura
del mutante CXCL12 con CXCR4 que interactla con el motivo del extremo N-terminal eliminado para la seleccion
negativa. (B) Las estructuras de CCL2 y CCL5 de tipo salvaje y sus mutantes que no se unen al receptor utilizados
para selecciones positivas y negativas. (C) Esquemas de trampas de quimio/citocinas homodiméricas, heterodiméricas
y biespecificas que se pueden utilizar para terapias individuales o combinadas. (D) La trampa trivalente contra PD-L1,
asi como el proceso de autoensamblaje de la trampa trivalente. Ademas, se muestra la cinética de union de la trampa
trivalente contra PD-L1 utilizando PD-L1 Octet junto con el mapa de plasmido de la trampa contra PD-L1 utilizada para
el suministro de genes basado en el sistema de nanoparticulas.

La Figura 2 representa el desarrollo y el efecto de la proteina trampa contra CXCL12 modificada genéticamente sobre
la migracién e invasion celular de CT-26 FL3. (A) El mapa del vector plasmidico de la secuencia de ADN de la Trampa
contra pCXCL12. Las secuencias codificantes de los dominios VH y VL de unién a CXCL12 se utilizaron para el
ensamblaje del gen de la trampa. La secuencia final de la trampa contra CXCL12 codifica un péptido de sefalizacion,
un dominio VH, un conector flexible, un dominio VL, una etiqueta E y una etiqueta de His(6x), respectivamente. El
ADNc completo se clon6 en pCDNA3.1 entre los sitios Nhe | y Xho | y la precision se confirmé mediante la
secuenciacion del ADN. La afinidad de unién entre la trampa contra CXCL12 y CXCL12 mediante el uso de
interferometria de biocapa. CXCL12 se inmoviliz6 en el biosensor AR2G y se utilizaron diferentes concentraciones de
trampa contra CXCL12 para medir la cinética de unién, en donde se encontrd que la trampa contra CXCL12 tenia una
Kd = 4 nM. (B) Se encontr6 que la trampa contra CXCL12 modificada genéticamente tenia una inhibicion semimaxima
[ND50] contra CXCL12 biolégicamente activa (100 ng/ml) a una concentracién de aproximadamente 120 nM. Analisis
de la migracion de células CT-26 FL3 estimulada con CXCL12 (100 ng/ml; 10 nM) en presencia o ausencia de trampa
contra CXCL12 (2, 4, 8 0 12 pg/ml; 60, 120, 240 o 360 nM respectivamente) o Ab contra CXCL12 de control positivo
(1, 2 0 4 pg/ml; 6, 12 0 24 nM respectivamente). (C) Andlisis de la invasion de células CT-26 FL3 después de la
estimulacién con CXCL12 (100 ng/ml; 10 nM) en presencia o ausencia de trampa contra CXCL12 (4 0 12 pg/ml; 120
0 360 nM) o Ab contra CXCL12 de control positivo (4 pg/ml; 24 nM). Los datos se expresaron como media * dt,
calculados a partir de muestras analizadas por triplicado y como porcentaje del control no tratado (sin CXCL12 ni
proteina de tratamiento). *p<0,05, **p<0,01, en comparacién con un control de células estimuladas (100 ng/ml, 10 nM)
(sin trampa de proteinas ni tratamiento con Ab) con CXCL12. NS, no significativo.

La Figura 3 representa la caracterizacion de nanoparticulas LCP por TEM y DLS. (A) Nicleo de LCP que contiene
ADNp/péptido mc-CR8C (B) Galactosa-LCP final que contiene ADNp/mc-CR8C, con tincién de acetato de uranilo
negativa (C) Andlisis de dispersion de luz dinamica (DLS) de galactosa-LCP final que contiene ADNp/mc-CR8C, que
produce un diametro de 45 nanémetros y un potencial Zeta de +10,0. La distribucién de tamafio ponderado en numero,
volumen e intensidad ilustra la distribuciéon de dos particulas. La poblacion mas pequefia (~45 nm) son las particulas
LCP deseadas, y la poblacién mas grande (~350 nm) se debe al exceso de DOTAP y colesterol que forman liposomas
después de la hidratacion de pelicula delgada que produce un promedio Z de ~236+32 nm; n=6. (D) La estabilidad de
LCP alo largo del tiempo en una solucion de suero al 10% se midié mediante DLS. Se suspendié LCP en una solucion
de suero al 10% y se incub6 a 37°C. El promedio z se registré durante 24 horas para observar cualquier agregacién
de proteina/LCP indicada por el aumento del promedio z. Los datos se expresaron como media + dt, calculados a
partir de muestras analizadas por triplicado. El promedio z (~30 nm) es uniforme durante las 24 horas, sin producir un
aumento significativo en el promedio z, lo que indica una formacién minima de agregados de proteina/LCP. (E) El
mapa del vector del plasmido pCXCL12 encapsulado en LCP. (F) La secuencia de ADN del gen pCXCL12.
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La Figura 4 representa el andlisis farmacocinético y de biodistribucién en 6rganos de galactosa-LCP-Trampa contra
pCXCL12/mcCR8C con '"7Lu incorporado al nicleo de LCP. Se administraron aproximadamente 250.000 recuentos a
los ratones mediante inyeccion en la vena de la cola. (A) Las muestras de sangre recolectadas a través del corte de la
vena de la cola se recolectaron, pesaron y midieron para los recuentos radiactivos para determinar el porcentaje de dosis
inyectada (% ID) que permanece en circulacion. Se observa una distribucion bifasica, que proporciona Ti2a 'y T123 de 20
min y 1,054 min, respectivamente. (B) La biodistribucién/acumulacion en 6rganos de LCP se midié 16 horas después de
la inyeccion en la vena de la cola (momento en el que los recuentos de radiacion sanguinea alcanzaron la sefial de fondo).
Se encontr6 que aproximadamente 40-50% de la dosis inyectada por gramo de tejido se acumulaba en el higado. Los
datos se expresaron como media * dt, calculados a partir de muestras analizadas por triplicado.

La Figura 5 representa la captura biolégica de CXCL12 enddgeno y su funcion en el reclutamiento de células
inmunitarias, asi como la expresion transitoria y especifica en el higado de la trampa contra pCXCL12. (A) Expresion
enddgena de CXCL12 en secciones incluidas en parafina de tejidos hepaticos de modelos de ratones BALB/c con
cancer colorrectal sacrificados 10 dias después de la inyeccion del tratamiento final e higados sanos de control [sanos
(sin CCRY)]. Tincién inmunofluorescente para CXCL12 (rojo), junto con tincion nuclear DAPI (azul). Se estudiaron cinco
grupos, incluidos sanos (sin CCR), sin tratar (PBS), control de LCP con pGFP (10 ug en dias alternos x 3), LCP pTrap
(10 pg), LCP pTrap (10 pg en dias alternos x 3). Todos los datos se expresaron como media * dt, calculados a partir
de muestras analizadas por triplicado y referidos como intensidad de fluorescencia. N.S. denota no significativo, N.D.
denota por debajo del limite de deteccién. Los valores p de los grupos individuales en comparacion con el control no
tratado correspondiente se muestran en los gréaficos. Barra de escala: 250 um. (B) Se tifieron secciones adicionales
para determinar el reclutamiento de células inmunitarias hacia el higado, incluidas las MDSC antiinflamatorias
inmunosupresoras [CDIIb+(Verde)/GR1+(Rojo)] y Treg [CD4+(Verde)/Foxp3+(Rojo)] asi como la poblacién de células
T CD8+ (Verde). Se estudiaron cuatro grupos, incluidos sanos (Sin CCR), sin tratar (Tumor), sin tratar (Estroma) y
LCP pTrap (10 ug en dias alternos x 3). También se ha demostrado que la tincién tricrémica distingue el higado normal
del enfermo. Las flechas de color blanco indican lesiones metastasicas. Todos los datos se expresaron como media
dt, calculados a partir de muestras analizadas por triplicado y referidos como intensidad de fluorescencia. N.S. denota
no significativo, N.D. denota por debajo del limite de deteccion. Los valores p de los grupos individuales en
comparaciéon con el control no tratado correspondiente se muestran en los gréaficos. Barra de escala: 250 pm
demuestra la expresion transitoria especifica del higado de pGFP y la trampa modificada genéticamente contra
pCXCL12. (C) Analisis de microscopia de la expresion de GFP en los principales 6érganos que acumulan LCP. Las
secciones de higado demuestran una expresion transitoria durante al menos 4 dias después de la inyeccion final (10
hg en dias alternos x3. Barra de escala: 250 pm. Los datos se expresaron como media + dt, calculados a partir de al
menos muestras triplicadas y referidos como una intensidad de fluorescencia cuantificada mediante el Soporte l6gico
Image J. NS denota no significativo, ND denota por debajo del limite de deteccidn, los valores p representan la
significaciéon para la muestra no tratada. Barra de escala de 250 um. Se realizaron (D) ELISA con etiqueta His(6x) y
(E) analisis de transferencia Western para determinar la distribucién/expresion en érganos de la trampa contra
pCXCL12 en todos los principales érganos que acumulan LCP y suero. Las dosis se aumentaron a 2,0, 10,0 o 20,0
pug de ADNp administrados a través de la vena de la cola. (F) El analisis de transferencia Western de los érganos
muestra la expresion de la trampa contra CXCL12 a través de uso de mAb con His(6x). La expresion es transitoria y
solo dura al menos 4 dias y no mas de 8 dias después de la inyeccion final (10 pug en dias alternos x3). Las
concentraciones de proteina total se determinaron mediante BCA y se cargaron 50 pg de proteina total por pocillo/calle.
La proteina trampa se detect6 a 28,6 kDa, segun lo confirmado por una escala patrén de proteina, de acuerdo con el
valor tedrico. Se utilizé GAPDH como control de carga, excepto en las muestras de suero, donde GAPDH no esta
presente. Los datos se expresaron como media * dt, calculados a partir de muestras analizadas por triplicado y
mostrados como un incremento de multiplicidad en comparacion con el control no tratado. N.S. denota no significativo,
N.D. denota por debajo del limite de deteccién. Los valores p de los grupos en comparacion con el control no tratado
correspondiente se muestran en los graficos.

La Figura 6 representa la Disminucion de la incidencia de metastasis en el higado después del tratamiento con LCP
con Trampa contra pCXCL12. (A) A los ratones se les inocularon 2 x 108 células CT-26(FL3) RFP/Luc en la pared del
ciego. El programa de tratamiento se muestra mas arriba. El tratamiento, 10 pg (0,5 mg/kg) de ADNp, se administré a
través de la vena de la cola por via IV los dias 10, 12 y 14. Los grupos incluyeron PBS (sin tratar; n=7) y LCP con
pGFP (10 ug en dias alternos x 3; n=6), asi como LCP con Trampa contra pCXCL12 (10 ug en dias alternos x 3; n=7).
Se siguio la progresion de la masa tumoral global mediante la administracion de 200 pl de luciferina (10 mg/ml) IP. Las
imagenes bioluminiscentes de luciferasa se registraron 10 minutos después de la administracion de luciferina. Se
registré la carga total de tumor del raton y del higado. Todos los datos se expresaron como media * dt y se refirieron
como intensidad bioluminiscente. N.S. denota no significativo, N.D. denota por debajo del limite de deteccion. Los
valores p de los grupos individuales en comparacién con el control no tratado correspondiente se muestran en el
grafico. (B) Carga total de tumores de 6rganos de grupos no tratados (n = 3) y terapéuticos con LCP con Trampa
contra pCXCL12 (n = 4). La cuantificacion de la carga tumoral en los érganos se realizé con el soporte I6gico
IVIS/Kodak. Todos los datos se expresaron como media + dt y se refirieron como intensidad bioluminiscente. N.S.
denota no significativo sin importancia, N.D. denota por debajo del limite de deteccion. Los valores p de los grupos
individuales en comparacion con el control no tratado correspondiente se muestran en el gréafico. (C) Las secciones
de higado incluidas en parafina se tifieron con tincion tricrémica. La gran carga tumoral (indicada por flechas de color
negro) y la cirrosis/fibrosis (tincién azul, colageno) se ven claramente en los grupos de tratamiento con PBS (sin tratar)
y LCP con pGFP. Los higados tratados con LCP con Trampa contra pCXCL12 tienen una morfologia de higado
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saludable normal y ninguna carga metastéasica detectable. La barra de escala es de 250 um. Se registré la
cuantificacion de colageno en la seccion de higado. Todos los datos se expresaron como media + d.t. N.S. denota no
significativo, N.D. denota por debajo del limite de deteccidn. Los valores p de los grupos individuales en comparacion
con el control no tratado correspondiente se muestran en el grafico.

La Figura 7 representa la disminucion de la incidencia de metastasis en el higado y una mayor destruccién de células
T después de la terapia con LCP con trampa contra pCXCL12. A los ratones se les inocularon 2x108 células CT-
26(FL3) RFP/Luc en la pared del ciego. El tratamiento, 10 pg (0,5 mg/kg) de ADNp, se administro a través de la vena
de la cola IV los dias 10, 12 y 14. Los grupos incluyeron PBS (sin tratar; n=5) y LCP con Trampa contra pCXCL12 (10
Mg en dias alternos x 3; n=5) con anti-Lyt2.2 o control de IgG de isotipo administrados los dias 8 y 10 IP (400 pg, 20
mg/kg). La inoculacion y el programa/dosis de tratamiento y la masa del tumor hepatico el dia 21 se muestran mas
arriba. A los ratones se les administraron 200 ul (10 mg/ml) de luciferina IP. Después de 5 min, los ratones se
sacrificaron y se extrajeron los higados, se lavaron con PBS y se colocaron en una solucién de luciferina (1 mg/ml).
Las imagenes bioluminiscentes se registraron utilizando cinética IVIS con camara Kodak. La cuantificacion de la carga
tumoral en el higado se realiz6 con el soporte légico 1VIS/Kodak. Los datos se expresaron como media transformada
logaritmicamente, normalizada + et. N.S. denota no significativo , N.D. denota por debajo del limite de deteccién. Los
valores p de los grupos individuales en comparacién con el control no tratado correspondiente se muestran en el
grafico. ROI = regién de interés.

La Figura 8 representa una menor incidencia de metastasis en el higado 4T1 (Cancer de Mama) y una mayor
supervivencia después del tratamiento con LCP con Trampa contra pCXCL12. (A) La figura muestra el programa y las
dosis de inoculacion y tratamiento, asi como la deteccién de sefiales bioluminiscentes y la cuantificacion de la carga
tumoral 7 dias después de la inoculacién. Los grupos de tratamiento incluyeron PBS (sin tratar; n=5), LCP con
pGFP/anti-CD8 (n=5), LCP pTrap /anti-CD8 (n=5), LCP pTrap/lgG de Isotipo (n=5). Los datos se expresaron como
media transformada logaritmicamente, normalizada + et. N.S. denota no significativo, N.D. denota por debajo del limite
de deteccidn. Los valores p de los grupos individuales en comparacion con el control no tratado correspondiente se
muestran en el grafico. ROl = region de interés. (B) Andlisis de citometria de flujo de la carga tumoral y cuantificacion
el dia 10 (n = 3 por grupo). La seleccién consiste en células tumorales positivas para GFP (P3) frente a células no
positivas para GFP (P4). Los datos se expresaron como media, normalizada * d.t. N.S. denota no significativo, N.D.
denota por debajo del limite de deteccién. Los valores p de los grupos individuales en comparacién con el control no
tratado correspondiente se muestran en el grafico. (C) Curva de supervivencia de Kaplan-Meier que incluye los 4
grupos de tratamiento (n=5 por grupo). La supervivencia se determiné evaluando el peso, la actividad y la calidad de
vida de los ratones. N.S. denota no significativo , N.D. denota por debajo del limite de deteccion. Los valores p de los
grupos individuales en comparacion con el control no tratado correspondiente se muestran en el grafico.

La Figura 9 representa una comparacion de estrategias terapéuticas para reducir la incidencia de metastasis en
higado de cancer colorrectal (HT-29). (A) La linea de tiempo en la parte superior muestra el programa de inoculacion
y tratamiento y la dosificacion para HT-29. Los tratamientos se administraron en dias alternos los dias 0-16, a través
de la vena de la cola IV. Los grupos de tratamiento incluyeron PBS (sin tratar; n=5), LCP con pGFP (10 ug, 0,5 mg/kg
ADNp; n=5), LCP pTrap (10 ug, 0,5 mg/kg de ADNp; n=5), proteina trampa contra CXCL12 libre (10 ug, 0,5 mg/kg de
proteina; n=5) y AMD3100 (100 pg, 5,0 mg/kg; n=5). (B) Analisis y cuantificacién de la carga tumoral el dia 36 (n =5
por grupo). La carga de metastasis en el higado se cuantificdé mediante reseccion y pesaje de los nédulos tumorales
(en mg). Se muestra la imagen del higado de cada grupo de tratamiento con carga metastasica, las flechas de color
blanco indican lesiéon metastasica. La supervivencia se determiné evaluando el peso, la actividad y la calidad de vida
de los ratones. Los datos se expresaron como puntos de datos individuales con media = d.t. N.S. denota no
significativo, N.D. denota por debajo del limite de deteccidn. Los valores p de los grupos individuales en comparacion
con el control no tratado correspondiente se muestran en el grafico.

La Figura 10 representa la reduccion de la toxicidad a través del suministro de LCP. (A) Mediciones de ALT, AST,
creatinina y BUN y recuentos de leucocitos en sangre 24 horas después del tratamiento final con PBS (sin tratar), 10
pg de LCP con pGFP en dias alternos x 3, 10 ug de LCP con Trampa contra pCXCL12 en dias alternos x 3, o proteina
trampa contra CXCL12 libre (20 ug en dias alternos x 3), en donde los ratones se sacrificaron los dias 1, 7 y 14
después de la administracion final. Todos los datos se expresaron como media * d.t. a partir de muestras analizadas
por triplicado. N.S. denota no significativo, N.D. denota por debajo del limite de deteccién. Los valores p de los grupos
individuales en comparacion con el control no tratado correspondiente se muestran en el grafico. (B) Secciones de
histologia tricromica de diferentes 6rganos 24 horas después del tratamiento final con PBS (sin tratar), 10 ug de LCP
con pGFP en dias alternos x 3, 10 ug de LCP con Trampa contra pCXCL12 en dias alternos x 3, o proteina de trampa
contra CXCL12 libre (20 pg en dias alternos x 3), en donde los ratones se sacrificaron los dias 1, 7 y 14 después de
la administracién final. Ninguna de las secciones de histologia tricromica muestra toxicidad en ningin 6rgano principal,
incluidos: corazén, pulmén, bazo, rifndn e higado. Barra de escala = 100 um.

La Figura 11 representa el andlisis de transferencia Western para evaluar la expresion endégena de CXCR4 en lineas
celulares de cancer humano y de raton. Las células se cultivaron de acuerdo con las condiciones recomendadas por
la ATCC, se lisaron y se normalizaron mediante BCA para una carga proteica precisa. Cada calle recibié 30 ug de
proteina total. Todas las muestras se procesaron en el mismo gel para garantizar una exposicion precisa y una
expresion relativa. La proteina se identificé a 42 kDa utilizando una escala patrén de proteina. Los datos se expresaron
como media + dt, se calcularon a partir de muestras analizadas por triplicado y se refirieron como una intensidad
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relativa con respecto a la muestra de mayor intensidad [CT-26 (FL3) y HT-29] y se normalizaron por la intensidad de
GAPDH. N.S. denota no significativo, N.D. denota por debajo del limite de deteccion, los valores p representan la
significacién de la primera linea celular en el gréfico.

La Figura 12 representa la CXCL12 enddgena en 6rganos principales de ratones (sin CCR) y en el higado de un raton
con CCR. Expresion enddgena de CXCL12 en diferentes érganos de ratones BALB/c. Las imagenes muestran tincién
inmunofluorescente contra CXCL12 (rojo), junto con tinciéon nuclear DAPI (azul). Los datos se expresaron como media
* dt, se calcularon a partir de al menos muestras triplicadas y se refirieron como intensidad de fluorescencia. N.S.
denota no significativo, N.D. denota por debajo del limite de deteccion, los valores p representan la significacion para
la muestra de higado. Barra de escala 250 ym.

La Figura 13 representa la carga tumoral total del raton el dia 24 después de la inoculacién cecal. A los ratones se les
inocularon 2x108 células CT-26 F3 RFP/Luc en la pared del ciego. El tratamiento que consistia en 10 ug de ADNp se
administré a través de la vena de la cola por via IV los dias 10, 12 y 14. Los grupos incluyeron PBS (sin tratar; n=7), LCP
con ADN de pGFP (10 ug en dias alternos x 3; n=6) y LCP con trampa contra pCXCL12 (10 ug en dias alternos x 3; n=7).
Se sigui6 la progresién de la masa tumoral mediante la administracion de 200 pl de luciferina (10 mg/ml) IP. La formacion
de imagenes bioluminiscentes de luciferasa se realizé 10 minutos después de la administracion de luciferina.

La Figura 14 representa (A) imagen TEM de NP de LPD (vector para encapsular plasmido). (B) Biodistribucion de NP
de LPD marcada con Dil (24 h después de la inyeccion) en ratones con tumor ortotépico KPC. (C) Imagenes de
fluorescencia de la distribucion de Dil en el higado y el tumor (los nUmeros de color blanco indican el % de células que
absorben Dil en el 6rgano). Se inyectaron por via intravenosa dos dosis diarias de NP de LPD con GFP a ratones que
presentaban tumores. Se muestra la expresion de GFP en higado y tumor (niUmeros de color verde). Actina celular
marcada con faloidina. Los resultados sugieren que, aunque el higado es el principal érgano que absorbe las NP, la
expresion del plasmido se encuentra principalmente en el tumor (n = 3). (D) Expresion de GFP en diferentes
poblaciones celulares dentro del tumor. Se cuantificé el % de células positivas para GFP en cada poblacion celular
(numeros de color blanco). Los fibroblastos positivos para aSMA y las células tumorales positivas para RFP son las
principales células productoras de GFP dentro del microentorno tumoral. (E) La expresion transitoria del plasmido
trampa marcado con etiqueta de His se cuantificé mediante ELISA para etiqueta de His. La expresion de la trampa fue
transitoria en el plazo de una semana. Y nuevamente, el tumor es el principal 6rgano productor. En comparacién con
la proteina trampa, el suministro de plasmido prolong6 la expresion de la trampa en el tumor (n = 4).

La Figura 15 representa la inhibicion del crecimiento tumoral y la supervivencia del anfitrién. (A) El programa de
dosificacién de diferentes tratamientos en ratones con aloinjerto de KPC se muestra en el panel superior. Las imagenes
IVIS del tumor KPC después de diferentes tratamientos (n = 5~7) se muestran en el panel inferior. (B) Curva de
inhibicion tumoral de KPC (n = 6-10). (C) Proporciones de supervivencia de los grupos tratados. Los datos muestran
la media * dt, n=5-8. (D y E). Peso del tumor en el punto de tiempo final de los ratones portadores de KPC con
tratamiento con plasmido a dosis baja (30 pg/ratén, 4 veces, (D) y tratamiento con plasmido a dosis alta (50 pg/raton,
4 veces, E). n=4. p < 0,05, =p < 0,01, =+p < 0,001. Los analisis estadisticos se calcularon por comparacién con el
grupo de control si no se menciona especificamente.

La Figura 16 representa el estudio de metastasis a largo plazo. (A) Metastasis de células KPC en 6rganos principales
1 mes después de diferentes tratamientos (n = 4~5). El higado, los pulmones y el bazo son los érganos principales
para la metastasis de KPC. (B) La tincién con H&E muestra la histologia de la metastasis tumoral en los 6rganos
principales del grupo de control con PBS. La metéstasis se inhibié significativamente cuando los ratones recibieron
tratamiento con NP de trampa combo. Los circulos y las flechas de color azul indican el crecimiento de tumores
metastésicos en pulmon, bazo e higado. Las barras en B representan 100 pm.

La Figura 17 representa el ensayo ELISpot de IFN-y de esplenocitos de ratones con cancer de pancreas KPC
ortotdpico con diferentes tratamientos. (A) Los bazos se recolectaron de animales portadores de tumores. Los
esplenocitos se volvieron a estimular con extractos de esplenocitos normales (control), células KPC o células KPC
transducidas con marcadores RFP y Luciferasa. Las células que secretaban IFN-y se tifieron con anticuerpo anti-IFN-
y. Los resultados se cuantifican y se muestran en el panel derecho. ns: no significativo, ***p <0,001. n = 4. B. Se
recolectaron bazos de animales portadores de tumores con diferentes tratamientos: PBS, NP con trampa contra
CXCL12, NP con trampa contra PDL1 y NP con trampa Combo. Los esplenocitos se reestimularon con extractos de
KPC RFP/Luc. Las células que secretaban IFN-y se tifieron con anticuerpo anti-IFN-y. No se encontraron diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos (n = 4).

La Figura 18 representa NP con trampa combo que facilita la infiltracion de células T al microentorno tumoral. (A) Las
secciones de tejido de aloinjertos de KPC con diferentes tratamientos se tifieron para CD3 (verde), p53 (rojo) y DAPI
(azul) y a continuacién se analizaron mediante microscopia IF. Las tinciones H&E adyacentes muestran la arquitectura
del estroma de las regiones. Las lineas punteadas de color amarillo demuestran el borde de la invasion de las células
tumorales en el pancreas normal. Las zonas del rectangulo de color naranja se amplian para una mejor visualizacion.
Las regiones tumorales también se presentan con menor aumento. Las barras de escala indican 400 um. (B) El
porcentaje de células CD3+ dentro de las regiones tumorales se cuantificé con Image J de 5 imagenes representativas
de cada tratamiento. (C) Las suspensiones de células individuales de tumores de aloinjerto de KPC (dentro de las
regiones tumorales) después de diferentes tratamientos (n = 5) se tifieron con anticuerpos contra CD3 y CD8. El
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porcentaje de células CD3* CD8 se cuantifica mediante citometria de flujo. *p < 0,05. =*p <0,01. D y E. Se pretrataron
ratones con tumores KPC98027 con 3 inyecciones diarias de mAb contra CD8 (300 pg/raton) para agotar las células
T CD8+ en los ratones. Se utilizaron mAb de isotipo como control. La eficacia de NP con trampa combo en ratones
con o sin agotamiento de CD8 se compard mediante imagenes (D) y se cuantifico (E).

La Figura 19 representa los cambios de las células inmunitarias que se infiltran en el tumor en el microentorno tumoral.
Los ratones portadores de tumores murinos KPC se dividieron en cuatro grupos y se trataron con PBS, NP con trampa
contra CXCL12/Ctrl, NP con trampa contra PDL1/Ctrl o NP con trampa Combo. Al final del tratamiento, se sacrificaron
los ratones y se recolectaron tejidos tumorales para (A) evaluacioén por inmunotincién y (B) ensayo de citometria de
flujo: el primer panel muestra las MDSC (amarillo); el segundo panel muestra las células Treg (amarillo) y el tercer
panel muestra los macréfagos (rojo). Los numeros que se muestran en color blanco indican el % promedio de cada
tipo de célula en el tumor. Las barras en A representan 200 um. *p < 0,05; =p < 0,01. Los andlisis estadisticos se
calcularon por comparacién con el grupo no tratado si no se menciona especificamente.

La Figura 20 representa el cambio de cobertura de CXCL12 y PD-L1 después del tratamiento con plasmido trampa.
Se presentan tanto la imagen de fluorescencia (A) como la cuantificacion (B) (n = 5). Las barras en A representan 200
um. Los analisis estadisticos se calcularon por comparacién con el grupo de control si no se menciona
especificamente. Todos los datos muestran la media + ETM (n = 4), *p < 0,05; *p < 0,01, ***p < 0,001.

La Figura 21 representa los cambios de las citocinas en el microentorno tumoral. El nivel de citocinas se detecto
mediante RT-PCR cuantitativa. Los andlisis estadisticos se calcularon por comparacién con el grupo de control si no
se menciona especificamente. Todos los datos muestran la media + ETM (n = 4), *p < 0,05; **p < 0,01, **p < 0,001.

La Figura 22 representa los cambios en el microentorno tumoral después de varios tratamientos. (A) Los ratones
portadores de KPC se dividieron en 4 grupos y se trataron con PBS, NP con trampa contra CXCL12/Ctrl , NP con trampa
contra PDL1/Ctrl o NP con trampa Combo. Al final del tratamiento, se sacrificaron los ratones y se recolectaron los tejidos
tumorales para la tincién de doble fluorescencia de CD31 (que se muestra en color verde) y aSMA (tincién de fibroblastos,
que se muestra en color rojo). Las ubicaciones representativas (cuadrado punteado de color amarillo) se amplian
(cuadrado de color amarillo). Los vasos sanguineos se descomprimieron y normalizaron después del tratamiento con la
trampa contra CXCL12 o la trampa Combo. La flecha de color amarillo indica los vasos sanguineos normalizados. Las
imagenes del panel inferior se amplian a partir de las zonas encuadradas en las imagenes del panel superior
correspondientes. Las barras en los paneles superior e inferior representan 500 y 100 um, respectivamente. (B) El % de
cobertura de aSMA, la densidad de CD31 y los vasos sanguineos normalizados se cuantificaron utilizando Image J de 5
imagenes representativas de cada grupo. Los andlisis estadisticos se calcularon por comparacién con el grupo de control
si no se menciona especificamente. Todos los datos muestran la media + dt (n = 5), **p < 0,01, *=*p < 0,001.

La Figura 23 representa la acumulacioén (A) y la distribucion (B) de NP de LPD marcadas con Dil en diferentes érganos
y tumores respectivamente, de ratones portadores de aloinjertos de KPC tratados con PBS o NP de trampa combo.

La Figura 24 representa la cobertura de colageno dentro de los tumores de ratones tratados con PBS, NP con trampa
contra CXCL12/Ctrl, NP con trampa contra PDL1/Ctrl y NP con trampa Combo, respectivamente.

La Figura 25 representa la morfologia H&E de los ratones portadores de KPC que se dividieron en 5 grupos y se
trataron con 4 dosis de PBS, NP Ctrl, NP con trampa contra CXCL12/Ctrl, NP con trampa contra PD-L1/Ctrl y NP con
trampa Combo cada dos dias. Al final de los tratamientos, se sacrificaron los ratones y se extrajeron los 6rganos
principales para la tincion de patologia H&E. El rectangulo de color azul resalta el higado y el rifidn de los grupos con
PBS y NP Citrl, lo que indica toxicidades hepaticas y renales graves. En estos 6rganos se observd vacuolizacion
celular, células descamativas-degenerativas y necrosis focal (flechas de color amarillo).

Descripcion detallada

Como se divulga en el presente documento, la mejora de la tasa de supervivencia y el tratamiento de los pacientes
con cancer se basa en la prevencion o disminucion de la aparicion de metéstasis. En particular, los pacientes con
cancer colorrectal (CCR) tienden a desarrollar metastasis en el higado. Los estudios han demostrado que la relacién
entre el receptor de quimiocinas (CXCR4) expresado en las células de cancer de colon y el ligando de quimiocinas
(CXCL12) secretado por las células estrelladas hepaticas (HSC) juega un papel importante en la metastasis en el
higado de CCR (Zeelenberg |, Ruuls-Van Stalle L, Roos E. The Chemokine Receptor CXCR4 is Required for Outgrowth
of Colon Carcinoma Micrometastases. Cancer Res., 63: 3833-3839, 2003). Estas células estrelladas hepaticas son
células perisinusoidales residentes que han demostrado producir altos niveles de CXCL12 enddgeno para el
reclutamiento de linfocitos en zonas de inflamacion. Los estudios de migracion e invasion han demostrado que, en
presencia de altos niveles de CXCL12, las células de cancer colorrectal (CXCR4 positivas) migran e invaden a través
del gradiente de concentracién de CXCL12. Otros estudios de muestras de cancer colorrectal humano también han
encontrado que un mal prondstico y una mayor tasa de metastasis en el higado se correlacionan con altos niveles de
expresion de CXCR4 en las células cancerosas (Zeelenberg |, Ruuls-Van Stalle L, Roos E. The Chemokine Receptor
CXCR4 is Required for Outgrowth of Colon Carcinoma Micrometastases. Cancer Res., 63: 3833-3839, 2003). Como
se describe en el presente documento, un método para interrumpir este gradiente de CXCL12 (profilacticamente) en
el sitio futuro de la metastasis (higado) puede disminuir la aparicién de metastasis colorrectal en el higado.
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Como se describe en el presente documento, los presentes métodos evitan los problemas de las terapias conocidas.
El tratamiento de animales con AMD3100, un antagonista de CXCR4 de molécula pequena, ha demostrado que la
alteracion del eje CXCL12/CXRC4 puede disminuir la aparicion de metastasis colorrectal en el higado (Matsusue R,
Kubo H, Hisamori S, Okoshi K, Takagi H, Hida K, Nakano K, ltami A, Kawada K, Nagayama S, Sakai Y. Hepactic
stellate cells promote liver metastases of colon cancer cells by the action of SDF-1/CXCR4 axis. Ann Surg Oncol.
16(9):2645-53, 2009). Posteriormente, se han desarrollado muchos antagonistas de CXCR4. Sin embargo, el papel
enddgeno de CXCL12 y CXCR4 en el sistema inmunoldgico es vital para la homeostasis normal. Por lo tanto, estos
tratamientos tradicionales que incluyen terapias de proteinas y moléculas pequefas vienen con problemas de toxicidad
sistémica inespecifica. Ademas, hasta donde conocen los autores del presente documento, no se han desarrollado ni
se ha informado sobre terapias dirigidas a CXCL12 para reducir la aparicién de lesiones metastasicas.

Como se divulga en el presente documento, se puede lograr una estrategia anticancerosa Unica, en la que el suministro
de genes (que codifican la trampa contra CXCL12) al higado puede alterar el microentorno hepatico, por ejemplo, los
niveles de factor proteico en el mismo. Los métodos descritos en el presente documento dan como resultado una
modificacién local y transitoria del microentorno, evitando asi que otras células sufran una toxicidad indeseable. El
suministro de tales genes puede lograr menores concentraciones de factores tales como CXCL12, preparando al
higado para resistir la migracién/invasion de las células de cancer colorrectal. La asociacién entre CXCL12 y CXCR4
juega un papel crucial en la metastasis en el higado, en la que la expresion en exceso de CXCR4 es caracteristica de
las lesiones por metéastasis colorrectal en el higado humano altamente metastasico, asi como los altos niveles de
CXCL12 expresados en el higado (Shan-shan Zhang, Zhi-peng Han, Ying-ying Jing, et al., CD133+CXCR4+ colon
cancer cells exhibit metastatic potential and predict poor prognosis of patients. BMC Med. 10: 85, 2012).

El objeto de estudio descrito en el presente documento no se limita a ningun tejido o célula diana en particular. Como
se divulga en el presente documento, la eleccion como diana del microentorno es un paradigma anticanceroso Unico,
en el que las lesiones metastasicas no son una diana especifica, sino que en lugar de eso, el entorno se prepara para
que no sea adecuado para que se forme o progrese la metastasis, lo que finalmente permite una disminucion del
crecimiento y aparicién de metastasis. A través de la incorporacion de un radical de direccionamiento, por ejemplo, el
radical de direccionamiento de galactosa para la expresion hepatica local de la proteina terapéutica, es posible dirigirse
al tejido deseado sin que se encuentre expresion en drganos o suero distintos de la diana. Dado que este enfoque se
puede utilizar en muchos tejidos ademas del higado y con otras trampas ademas de CXCL12, se pueden elegir como
diana otros tejidos metastasicos, tales como mama, pulmén, ganglios linfaticos, prostata, cerebro, pancreas y hueso.

Otros factores del microentorno pueden desempenar un papel en la migracion, la invasion y la proliferacion de
metastasis del cancer. Estos factores se vuelven mas pronunciados en el 6rgano de interés cuando se induce la
inflamacién. Esta inflamacion puede estar asociada con muchos factores ambientales diferentes que varian desde las
proteinas secretadas por el cancer primario hasta la dieta del paciente. Por lo tanto, también se contempla el
direccionamiento de estos factores en la materia descrita en el presente documento. En consecuencia, el
direccionamiento de los factores en tejido altamente metastasico o tejido que es susceptible de metéstasis es una
terapia prometedora para reducir la aparicién/progresion de metastasis en muchos 6rganos.

La especificidad insuficiente por la diana de la mayoria de los enfoques en el tratamiento de enfermedades ha limitado
las aplicaciones para el tratamiento satisfactorio de estas enfermedades en medicina clinica. Ademas, las deficiencias
de la terapia génica, debido a las numerosas barreras extracelulares e intracelulares, han dificultado verdaderamente
los tratamientos clinicos de muchas enfermedades. Por lo tanto, para superar estas barreras, los autores del presente
documento han desarrollado un vector para aplicaciones clinicas con alta especificidad, acumulacion y suministro al
nucleo de la célula diana. El objeto de estudio descrito en el presente documento supera los problemas de las terapias
anteriores y no solo puede tratar la metastasis en el higado y los canceres primarios, sino muchas otras enfermedades
hepaticas tales como el VHB, el higado graso, la cirrosis hepatica y muchas otras. Por otra parte, ademas de las
enfermedades hepaticas, a través de la incorporacion de diferentes radicales de direccionamiento, tales como
analogos de adenosina, que se dirigen a los receptores de adenosina A2B altamente expresados en las células
epiteliales pulmonares, se prepara el vector para acumular y suministrar trampas, tales como trampas de ADNp contra
CXCL12 u otros factores del microentorno, que juegan un papel en otros tejidos susceptibles de metastasis. En
consecuencia, los métodos y composiciones descritos en el presente documento se pueden utilizar para preparar los
factores del microentorno de numerosos tejidos que se sabe que tienen altas tasas de metéstasis, tales como pulmon,
ganglios linfaticos, mama, hueso y otros.

Otro tipo de cancer recalcitrante es el tumor pancreético, que se sabe que es resistente a la inmunoterapia debido a
su fuerte microentorno tumoral (TME) inmunosupresor. CXCL12 y PD-L1 son dos moléculas que controlan el TME
supresor. Se fabricaron proteinas de fusién, también denominadas en el presente documento como un tipo de trampa,
que se unen a una de estas dos moléculas con alta afinidad (Kd = 4 nM y 16 pM, respectivamente) y sometieron a
prueba para determinar la union especifica con la diana. La ADN plasmidico que codificaba cada trampa se formulo
en nanoparticulas de LPD y se inyect6 |.V. a ratones con cancer de pancreas ortotopico KPC. La expresion de las
trampas fue principalmente en el tumor y secundariamente en el higado. La terapia de trampa combinada redujo el
tumor y prolong6 significativamente la supervivencia del anfitrion en 57%. Cualquiera de las trampas sola solo produjo
un efecto terapéutico parcial. Los autores del presente documento también encontraron que la trampa contra CXCL12
permitid la penetracion de células T en el tumor y la trampa contra PD-L1 permiti6 que las células T infiltradas
destruyeran las células tumorales. La terapia de trampa combinada también redujo significativamente la metastasis
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de las células tumorales a otros érganos. No se encontré toxicidad en ninguno de los érganos principales, incluidos el
higado y el rindn. En consecuencia, la terapia de trampa combinada modificé significativamente la TME supresora
para permitir que el sistema inmunitario del anfitrién destruyera las células tumorales.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que entienden cominmente los expertos en este campo.

l. Definiciones
El término "microentorno” se refiere a la célula diana y su entorno adyacente.

El término "construccion" se refiere a un segmento de material genético construido artificialmente, tal como una
secuencia de acido nucleico, que se va a expresar en un tejido o célula diana. Puede contener el inserto genético y
también estara presente en el vector cualquier promotor necesario, etc.

El término "susceptible" se refiere a un tejido o célula que, debido a su microentorno, tienen tendencia a que ciertos tipos
de canceres crezcan o hagan metastasis en el tejido o la célula. A modo de ejemplo no limitante, los canceres
colorrectales tienden a hacer metastasis y crecer en el higado como resultado del microentorno de las células hepaticas.
Se sabe que otros canceres hacen metastasis en tejidos y células particulares del organismo. En otro ejemplo no limitante,
el cancer de mama tiende a hacer metastasis en el higado, el cerebro y los ganglios linfaticos regionales y en el hueso.
Por lo tanto, estos tejidos y células son susceptibles como se emplea en el presente documento.

Como se emplea en el presente documento, "reduccion de la metastasis" se refiere a la inhibicién o disminucién de la
metastasis en tejidos y células susceptibles. Se pueden utilizar numerosas formas de determinar una reduccion en la
metastasis. A modo de ejemplo no limitante, los sujetos con un tipo de cancer que tipicamente se sabe que metastatiza
y que se esperaria que metastatizaran que muestran poca o ninguna metastasis después del tratamiento habran
mostrado una reduccién en la metastasis. En particular, el objeto de estudio descrito en el presente documento
proporciona la reduccion de la metastasis de cualquier cancer en el higado.

Como se emplea en el presente documento, el término "trampa" se refiere a un producto de expresion que se une,
inhibe o reduce la actividad biolégica de la molécula diana en el microentorno. La trampa es suministrada mediante
vectores, que pueden ser virales, no virales, sintéticos, tales como nanoparticulas y similares, cada uno de los cuales
comprende los materiales necesarios para la subclonacién y expresién de la trampa. La trampa también se puede
suministrar mediante liposomas o células vivas, incluidos monocitos y células madre. La inhibicién se puede medir por
medio de Kb, por ejemplo, o mostrando una reduccion en la actividad de la diana, de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 70, 75, 80, 85, 90 0 95% 0 mas. La trampa esta disefiada para trabajar en una molécula diana deseada,
que en muchos casos es una proteina atrapable como se conoce en la técnica en vista del objeto de estudio descrito
en el presente documento.

El término "transitorio" se refiere a un efecto que no es permanente.

El término "sujeto” se refiere a animales tales como mamiferos, incluidos, pero sin limitarse a, primates (p. €j., seres
humanos), vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, conejos, ratas, ratones y similares. En ciertas realizaciones,
el sujeto es un ser humano. En realizaciones, al sujeto se le ha diagnosticado una enfermedad tal como cancer o una
enfermedad del higado.

Los términos "tratar" y "tratamiento" se refieren tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilacticas o
preventivas, en donde el objetivo es prevenir o ralentizar (disminuir) un cambio o trastorno fisiol6gico no deseado, tal
como el desarrollo o la propagacion del cancer. Para los fines de esta divulgacion, los resultados clinicos beneficiosos
o deseados incluyen, pero sin limitarse a, el alivio de los sintomas, la disminucion del grado de enfermedad, el estado
estabilizado (es decir, sin empeoramiento) de la enfermedad, el retraso o la desaceleracién de la progresién de la
enfermedad, la mejora o la paliacién del estado de enfermedad y la remision (ya sea parcial o total), ya sea detectable
0 no detectable. "Tratamiento" también puede significar la prolongacion de la supervivencia en comparacion con la
supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. Aquellos que necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen
la afeccion o el trastorno, asi como aquellos propensos a tener la afeccién o el trastorno o aquellos en los que se debe
prevenir la afeccién o el trastorno.

La frase "cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad de la trampa que (i) trata o previene la enfermedad,
afeccion o trastorno en particular, (ii) atenta, mejora o elimina uno o mas sintomas de la enfermedad, afeccién o
trastorno en particular, o (iii) previene o retrasa la aparicién de uno o mas sintomas de la enfermedad, afeccion o
trastorno en particular descrito en el presente documento. En el caso del cancer, la cantidad terapéuticamente eficaz
puede reducir el niumero de células cancerosas; reducir el tamafo del tumor; inhibir (es decir, retardar hasta cierto
punto y preferiblemente detener) la infiliracion de células cancerosas a los dérganos periféricos; inhibir (es decir,
retardar hasta cierto punto y preferiblemente detener) la metastasis tumoral; inhibir, hasta cierto punto, el crecimiento
tumoral; y/o aliviar hasta cierto punto uno o méas de los sintomas asociados con el cancer.

El término "cancer" se refiere a, o describe, la condicién fisiolégica en mamiferos que tipicamente se caracteriza por
un crecimiento celular no regulado. Un "tumor" comprende una o mas células cancerosas.
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El término “sales farmacéuticamente aceptables” indica sales que no son indeseables biolégicamente o de otro modo.
Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicion tanto de &acido como de base. La frase
"farmacéuticamente aceptable" indica que la sustancia o composicion debe ser compatible quimica y/o
toxicolégicamente con los otros ingredientes que componen una formulacién y/o el mamifero que se trata con ellos.

Como se emplea en el presente documento, el término "suministro” se refiere a la transferencia de una sustancia o
molécula (p. €j., un polinucle6tido) a un sitio fisiologico, tejido o célula. Esto abarca el suministro a la porcion intracelular
de una célula o al espacio extracelular. El suministro de un polinucleétido a la porcion intracelular de una célula también
se denomina a menudo "transfeccion”.

Como se emplea en el presente documento, el término "intracelular” o "intracelularmente” tiene su significado habitual
como se entiende en la técnica. En general, el espacio interior de una célula, que esta rodeado por una membrana,
se define como espacio "intracelular". De manera similar, como se emplea en el presente documento, el término
"extracelular" o "extracelularmente" tiene su significado habitual como se entiende en la técnica. En general, el espacio
fuera de la membrana celular se define como espacio "extracelular".

Un fibroblasto es una célula que sintetiza matriz extracelular y colageno, el marco estructural (estroma) de los tejidos
animales. La funcién principal de los fibroblastos es mantener la integridad estructural de los tejidos conectivos
secretando continuamente precursores de la matriz extracelular. En realizaciones, los fibroblastos son una diana del
estroma para los vectores descritos en el presente documento.

En el presente documento se pueden utilizar las siguientes abreviaturas. Se definen algunas abreviaturas que
aparecen en el texto de este documento.

ALT Alanina Aminotransferasa

AST Aspartato Aminotransferasa

BLI Interferometria de BioCapa

BUN Nitrogeno Ureico en Sangre

CMV Citomegalovirus

CCR Cancer Colorrectal

DLS Dispersion Dinamica de la Luz

DAPI 4'.6-diamidino-2-fenilindol

DOPA 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfato

DOTAP 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano

DSPE 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
ELISA Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
GFP Proteina Fluorescente Verde

LCP Fosfato de Calcio Lipidico

mc Monociclico

NHS N-Hidroxisuccinimida

PBS Soluciéon Salina Tamponada con Fosfato
PEG PolietilenGlicol

PK Farmacocinética

pTrap Galactosa-PEG-LCP con trampa contra pCXCL12/mc-CR8C
TEM Microscopio de Electrénico de Transmisién

Una region variable de cadena ligera o pesada de inmunoglobulina (también denominada en el presente documento
"dominio variable de cadena ligera" ("dominio VL") o "dominio variable de cadena pesada" ("dominio VH"),
respectivamente) consiste en wuna regidn "marco" interrumpida por tres "regiones determinantes de
complementariedad" o "CDR". Las regiones marco sirven para alinear las CDR para la union especifica a un epitopo
de un antigeno. Las CDR incluyen los restos de aminoacidos de un anticuerpo que son los principales responsables
de la unién al antigeno. Del extremo amino al extremo carboxilo, los dominios VL y VH comprenden las siguientes
regiones marco (FR) y CDR: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las CDR 1, 2 y 3 de un dominio VL también
se denominan en el presente documento, respectivamente, CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3; las CDR 1, 2 y 3 de un
dominio VH también se denominan en el presente documento, respectivamente, CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3.
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La asignacion de aminoéacidos a cada dominio VL y VH esta de acuerdo con cualquier definicion convencional de CDR.
Las definiciones convencionales incluyen, la definicion de Kabat (Kabat, Sequences of Proteins of Immunological
Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987 y 1991), la definicién de Chothia (Chothia y Lesk, J. Mol.
Biol. 196:901-917, 1987; Chothia et al., Nature 342:878-883, 1989); una combinaciéon de CDR de Chothia Kabat en la
que CDR-H1 es una combinacién de las CDR de Chothia y Kabat; la definicion de AbM utilizada por el soporte l6gico
de modelado de anticuerpos de Oxford Molecular; y la definicion de contacto de Martin et al. (bioinfo.org.uk/abs) (véase
la Tabla 1). Kabat proporciona una convencion de numeracion ampliamente utilizada (numeracién de Kabat) en la que
a los restos correspondientes entre diferentes cadenas pesadas o entre diferentes cadenas ligeras se les asigna el
mismo numero. Cuando se dice que un anticuerpo comprende CDR segun una determinada definicion de CDR (p. €j.,
Kabat), esa definicién especifica el numero minimo de restos de la CDR presentes en el anticuerpo (es decir, las CDR
de Kabat). No excluye que también estén presentes otros restos que caen dentro de otra definicién convencional de
CDR pero fuera de la definicion especificada. Por ejemplo, un anticuerpo que comprende CDR definidas por Kabat
incluye, entre otras posibilidades, un anticuerpo en el que las CDR contienen restos de CDR de Kabat y ningun otro
restos de CDR, y un anticuerpo en el que CDR H1 es una combinacion de CDR H1 de Chothia-Kabat y otras CDR
contienen resto de CDR de Kabat y ningun resto de CDR adicional basado en otras definiciones.

Tabla 1

Definiciones convencionales de CDR utilizando la numeracion de Kabat

Bucle Kabat Chotia Combinacion de Chothia y Kabat AbM Contacto
L1 L24--L.34 L24--L.34 L24--L.34 L24--L.34 L30--L36
L2 L50--L56 L50--L56 L50--L56 L50--L56 L46--L55
L3 L89--L97 L89--L97 L89--L97 L89--L97 L89--L96
H1 H31--H35B |H26-H32..H34+ H26--H35B+ H26--H35B | H30--H35B
H2 H50--H65 H52--H56 H50--H65 H50--H58 H47--H58
H3 H95--H102 H95--H102 H95--H102 H95--H102 H93--H101

*CDR-H1 de Chothia puede terminar en H32, H33 o0 H34 (segun la longitud del bucle). Esto se debe a que el esquema
de numeracién de Kabat ubica las inserciones de restos adicionales en 35A y 35B, mientras que la numeracion de
Chothia los ubica en 31A y 31B. Si no estan presentes H35A ni H35B (numeracion de Kabat), el bucle CDR-H1 de
Chothia termina en H32. Si solo esta presente H35A, termina en H33. Si tanto H35A como H35B estan presentes,
termina en H34.

El término "epitopo" se refiere a un sitio en un antigeno al que se une un anticuerpo. Un epitopo se puede formar a
partir de aminodacidos contiguos o0 aminoacidos no contiguos yuxtapuestos por plegamiento terciario de una o mas
proteinas. Los epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos (también conocidos como epitopos lineales)
tipicamente se conservan con la exposicion a disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados por
plegamiento terciario (también conocidos como epitopos conformacionales) tipicamente se pierden con el tratamiento
con disolventes desnaturalizantes. Un epitopo tipicamente incluye al menos 3, y mas normalmente, al menos 5 u 8-
10 aminodcidos en una conformacion espacial Unica. Los métodos para determinar la conformacién espacial de los
epitopos incluyen, por ejemplo, cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase, p. €j.
Epitope Mapping Protocols, en Methods in Molecular Biology, vol. 66, Glenn E. Morris, ed. (1996). El epitopo puede
ser lineal. El epitopo también puede ser un epitopo conformacional. Cabe sefalar que el término "una" entidad se
refiere a una o mas de esa entidad; por ejemplo, se entiende que "un lipido catiénico" representa uno o mas lipidos
cationicos. Como tales, los términos "un", "uno o mas" y "al menos uno" se pueden utilizar indistintamente en el
presente documento.

A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones, las palabras "comprenden”, "comprende" y "que
comprende” se utilizan en un sentido no exclusivo, excepto cuando el contexto requiera lo contrario.

Como se emplea en el presente documento, se pretende que el término "aproximadamente”, cuando se refiere a un
valor, abarque variaciones de, en algunas realizaciones + 50%, en algunas realizaciones + 20%, en algunas
realizaciones * 10%, en algunas realizaciones * 5%, en algunas realizaciones + 1%, en algunas realizaciones + 0,5%
y en algunas realizaciones + 0,1% de la cantidad especificada, ya que tales variaciones son apropiadas para realizar
los métodos divulgados o emplear las composiciones divulgadas.

A continuacion se establecen definiciones adicionales.
Il. Métodos

En una realizacién, el presente objeto de estudio se refiere a un método para modificar el microentorno de una célula
diana que comprende administrar sistémicamente a un sujeto una composicion que comprende un vector, en donde
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el vector comprende una construccién para la expresion de una trampa en la células diana, en donde la trampa se
expresa en la célula diana, en donde se modifica el microentorno de la célula diana.

Como se describe en el presente documento, la expresion de la trampa da como resultado la presencia de una cantidad
eficaz de la trampa expresada para modificar el microentorno de la célula diana.

La modificacion del microentorno de una célula diana comprende la reduccién de la cantidad de una molécula diana
que normalmente esta presente en el microentorno. Como se emplea en el presente documento, la reduccién de la
cantidad se refierea 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80, 85, 90, 95% 0 mas de reduccién de la cantidad de la molécula diana en comparacion con la cantidad en
ausencia de la trampa .

Las moléculas diana utiles incluyen proteinas, tales como enzimas, quimiocinas, citocinas, factores proteicos y
combinaciones de los mismos. Las dianas adecuadas incluyen las de la siguiente Tabla 2.

Tabla 2

CXC (quimiocinas alfa)

CXCL1 GRO-a/SCYB-1/MGSA/GRO-1/NAP-3 (MIP-20/KC) CXCR1, CXCR2
CXCL2 GRO-B/ SCYB-2/GRO-2/MIp-2 a (MIP-2 B/KC) CXCR2

CXCL3 GRO-y/SCYB-3/GRO-3/MIp-2 B (KC) CXCR2

CXCL4 PF-4/SCYB-4 Desconocido
CXCL5 ENA-78/SCYB-5 (LIX) CXCR2

CXCL6 GCP-2/SCYB-6 CXCR1, CXCR2
CXCL7 NAP-2/(SCYB-7/PBP/CTAP-IIl/ B-TG CXCR1, CXCR2
CXCLS8 SCYB-8/GCP-1/NAP-1/MDNCF CXCR1, CXCR2
CXCL9 MIG/SCYB-9 CXCRS3

CXCL10 IP-10/SCYB-10 CXCR3, KSHV-
GPCR

CXCL11 I-TAC/ SCYB-11/ B-R1/H174/IP-9 CXCRS3

CXCL12 SDF-1/SCYB-12/PBSF CXCR4

CXCL13 BCA-1/SCYB-13 CXCR5

CXCL14 BRAK/ SCYB-14/Bolecina Desconocido
CXCL16 Pequena citocina inducible B6 CXCR6

C (quimiocinas gamma)

XCL1 Linfotactina/SCYC1/SCM-1a/Linfotactina a XCR1

XCL2 SCM-1b/SCYC2/Linfotactina XCR1

CX3C (quimiocinas delta)

CXsCLA1 Fractalcina/SCYD1 CX3CR1

CCLA1 I-309/SCYA1 (TCA-3) CCR8

CCL2 MCP-1/SCYA2/MCAF/HC11 (JE) CCR2, CCR5, CCR10
CCL3 MIP-1a/SCYA 3/LD780/SIS-a CCR1, CCR5

CCL4 MIP-1B/SCYA4/ACT-2/G-26/HC21/LAG-1/SIS-y CCRS5, CCR10
CCL5 RANTES/SCYA5/SIS-0 CCR1, CCR3, CCR5,
CCR10

CCL7 MCP-3/SCYA7 CCR1, CCR2, CCR3
CCR5,

CCL8 MCP-2/SCYA8/HC14 (MARC) CCR2, CCR3, CCR5
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CCR1,

CCL11 Eotaxina/SCYA11 CCR3

CCL13 MCP-4/SCYA13/Ck 10/NCC-1 CCR1, CCR2, CCR3,
CCR5

CCL14 HCC-1/SCYA14/ Ck B1/MCIF/NCC-2/CC-1 CCR1

CCL15 MIP-1 8/SCYA15/Lkn-1/HCC-2/MIP-5/NCC-3/CC-2 CCR1, CCR3

CCL16 HCC-4/SCYA16/Ck B12/LEC/LCC-1/NCC-4/ILINCK/LMC/Mtn-1 | CCR1

CCL17 TARC/ SCYA17 (ABCD-2) CCR4

CCL18 P ARC/SCY A18/Ckp7/DC-CK1/AMAC-1/MIP-4/DCtactina Desconocido

CCL19 MIP-3p/ SCYA19/ CkB11/ELC/Exodo-3 CCR7

CCL20 MIP-3a/ SCYA20/LARC/Exodo-1 CCR6

CCL21 6Cquina/SCYA21/ CkB9/SLC/Exodo-2 CCR7

CCL22 MDC/SCYA22 (ABCD-1) CCR4

CCL23 MPIF/SCYA23/ Ckp8/ CkB8-1/MIP-3/MPIP-1 CCR1

CCL24 Eotaxina-2/SCYA24/ CkB6/MPIF-2 CCR3

CCL25 TECK/SCYA25/ Ckp15 CCR9

CCL26 Eotaxina-3/SCYA26/MIP-4a/TSC-1/IMA CCR3

ccLz27 CTACK/SCYA27/ESkine/Skinkine CCR3, CCR2, CCR10
CCL28 CCL28/SCYA28/MEC CCR10, CCR3

Una molécula diana particularmente Gtil es CXCL12. Otros Factores Proteicos incluyen: EGF, neurregulina, FGF, HGF,
VEGF, VEGFR y NRP-1, Ang1 y Ang2, PDGF (homodimero BB) y PDGFR, TGF-3, endoglina y receptores de TGF-,
MCP-1, histamina, integrinas a2B31, aVB3, aVB5, aVp6, abpB4 y a5B1, VE-cadherina y CD31, efrina, activadores del
plasmindgeno, inhibidor-1 del activador del plasmindégeno, eNOS y COX-2, AC133, ID1/ID3, LOX y HIF.

Trampas Inhibidoras y de Bloqueo y sus Dianas: Las trampas inhibidoras para dianas de macromoléculas incluyen
trampas que pueden ser moléculas de proteinas que se unen especificamente e inhiben o bloquean adicionalmente
las funciones bioldgicas de una diana de interés. Las dianas de las trampas inhibidoras o de bloqueo pueden ser
cito/quimiocinas y sus correspondientes receptores, incluidos, pero sin limitarse a, IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15,
IL-21 (y receptores de IL), TNF-alfa (y receptor de TNF-alfa), TGF-beta (y receptor de TGF-beta), CSF-1 (y receptor
de CSF-1), CXCR1 y sus ligandos (CXCL5, CXCL6, CXCL8), CXCR2 y sus ligandos (CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5,
CXCL6, CXCL7 y CXCL8), CXCR3 y sus ligandos (CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11), CXCR4 y su ligando
(CXCL12), CXCR5 y su ligando (CXCL13) , CX3CR1 y su ligando (CX3CL1), CCR1 y sus ligandos (CCL3, CCL4,
CCL5, CCL6, CCL7, CCL8, CCL13, CCL14, CCL15, CCL16, CCL23), CCR2 y sus ligandos (CCL2, CCL5, CCL7,
CCL8, CCL13, CCL16), CCR3y sus ligandos (CCL4, CCL5, CCL7, CCL11, CCL13, CCL15, CCL24, CCL26, CCL28),
CCR4 y sus ligandos (CCL17, CCL22), CCR5 vy sus ligandos (CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL14, CCL16), CCR6 y
su ligando (CCL20), CCR7 y sus ligandos (CCL19, CCL21), CCR9 y su ligando (CCL25), CCR10 y sus ligandos
(CCL27 y CCL28), ACKR3 y sus ligandos (CCL11, CCL12), ACKR®6 y su ligando (CCL18).

Las dianas de las trampas inhibidoras pueden ser proteinas relacionadas con el punto de control inmunitario, incluidas,
pero sin limitarse a, CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, B7-H3 (CD276), B7-H4 (VTCN1), HVEM (CD270 o TNFRSF14),
BTLA (CD272), TIM-3, GAL9, TIGIT, A2aR, LAG-3, KIRy MHC clase | o II.

Las dianas también incluyen aquellas cuya regulacién por incremento o por disminucién por captura inhibidora
suprimira la expresion o reducira la actividad biolégica de IDO, TDO, arginasa-1/2, receptores de adenosina, CD39,
CD73, COX2, receptores EP e iNOS que estan involucrados en catabolismo (por IDO, TDO, ARG1/2) de aminoacidos
(es decir, triptéfano, arginina, cisteina, glutamina y fenilalanina), generacién de adenosina (por CD39, CD73 y mediada
por receptores de adenosina), prostaglandina E2 (por COX2), especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrégeno (RNS) (por iNOS), dando todas como resultado la inmunosupresién de TME.

Trampas inhibidoras para metabolitos de moléculas pequerias: las dianas de las trampas inhibidoras también pueden
ser moléculas pequenas, incluidas, pero sin limitarse a, metabolitos de triptéfano (es decir, quinurenina que es
producida por IDO o TDO y senales a través del receptor arilhidrocarbonado), AMPc y adenosina, que juegan un papel
critico en la inhibicién de las células T, el reclutamiento y/o la expansion de las células inmunosupresoras y, en
consecuencia, el microentorno tumoral inmunosupresor.
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Trampas Estimuladoras y sus Dianas: las trampas también pueden ser simuladas, incluidas aquellas que actdan de
manera agonistica sobre las dianas del punto de control inmunitario CD28, ICOS (CD278), 4-1BB (CD137 o
TNFRSF9), OX40 (CD134 o TNFRSF4), GITR (CD357 o TNFRSF18), CD27 (TNFRSF7) y CD40 (TNFRSF5). Las
trampas estimuladoras también pueden ser aquellas que poseen o imitan los efectos agonisticos de los ligandos de
los receptores anteriores, incluidos, pero sin limitarse a, B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), B7-H5 (VISTA o Gi24), ICOSL
(B7H2 o CD275), 4-1BBL (CD137L), OX40L (CD252), GITRL, CD27L (CD70) y CD40L (CD154). Las dianas de las
trampas agonisticas también incluyen algunos receptores tipo toll, incluidos, pero sin limitarse a, TLR4, TLR7, TLR8 y
TLR9 que desempefian funciones criticas en la activacion de las células T. Las trampas pueden basarse en dominios
o fragmentos similares a anticuerpos. Se ha encontrado que la expresidn local y transitoria de las trampas de
quimio/citocina da como resultado la actividad biolégica deseada y baja toxicidad. La mayoria de los productos
biolégicos que se unen a la diana se basan en un anticuerpo monoclonal de longitud completa que tiene una vida
media prolongada. De hecho, la administracién sistémica y prolongada de una trampa contra CXCL12 puede provocar
dafo hepatico transitorio y reduccién del recuento de glébulos blancos, como se demuestra en los datos in vivo de los
autores de la presente invencion. Ademas, debido al gran tamaro, la estructura compleja y las modificaciones
postraduccionales sofisticadas, los anticuerpos de longitud completa tienen varias desventajas intrinsecas al servir
como trampas de quimio/citocinas, incluida ineficiencia en la penetracion del tejido para acceder a TME, dificultad para
disefnar y optimizar las propiedades de captura de las dianas, tales como la interrupcion de la unién del receptor, alta
estabilidad, biespecificidad (si fuera necesario) y efectos secundarios inducidos por Fc. La estrategia de los autores
de la presente invencién para abordar el desafio es desarrollar nuevas moléculas de captura con las caracteristicas
deseadas a partir de bibliotecas de proteinas basadas en pequefios dominios de proteinas, incluidos, pero sin limitarse
a, el dominio VH de inmunoglobulina, el dominio VL de inmunoglobulina, una proteina de fusién VH y VL, scFv, un
péptido o proteina obtenidos a partir de una regién de uniéon y/o marco de un anticuerpo, un dominio de unién a la
diana que no sea de inmunoglobulina, tal como un mimético de anticuerpo de un solo dominio basado en un armazoén
que no sea de inmunoglobulina (tal como un monocuerpo basado en el dominio FN, aficuerpo basado en el dominio
Z, DARPIN), individualmente y en cualquier combinacién.

Algunos anticuerpos de union a la diana conocidos pueden alterarse y disefiarse para que sirvan como trampa para
el enfoque de suministro de genes transitorio y local descrito en este trabajo. Para competir eficazmente con los
receptores naturales, una trampa debe poseer una especificidad de unién y una afinidad inusualmente altas contra el
sitio de unién del receptor, una propiedad que es mas probable que se logre a través de la seleccion dirigida de
proteinas de una biblioteca de fragmentos de proteinas o anticuerpos con una alta diversidad en los bucles o restos
de la superficie que podrian utilizarse en la interaccion con una diana de interés, utilizando tecnologias de presentacion
y seleccion de proteinas/péptidos tales como la presentacion en fagos, la presentacion en la superficie celular, la
presentacién de ARNm, la presentacion de ADN, la presentacion en ribosomas que se utilizan ampliamente en las
selecciones de proteinas in vitro.

Como se describe en el presente documento, el bloqueo local y transitorio de las vias de sefalizacién mediado por
ciertas quimio/citocinas clave, p. ej., CXCL12, una quimiocina que se ha implicado en el desempefio de un papel
fundamental en la migracién/invasion de células de cancer colorrectal positivas para CXCR4 al higado, puede prevenir
significativamente la metastasis de CCR. En primer lugar, los autores de la presente invencién disefiaron un gen
trampa contra CXCL12 basado en secuencias de anticuerpos anti-CXCL12, fusionando un dominio VHy un VL a través
de un conector flexible resistente a proteasa. Para lograr una secrecion eficiente desde los hepatocitos del higado
después de la expresion, se incorpor6 un péptido senal fuerte en el extremo N-terminal, mientras que se introdujeron
etiquetas de afinidad en el extremo C-terminal para facilitar la purificacién y deteccion de proteinas. La secuencia
codificante de la trampa contra CXCL12 resultante se cloné en un vector de expresion pCDNAS3.1 dirigido por un
promotor CMV. Se encontrd que la trampa contra CXCL12 resultante expresada y purificada a partir de células 293T
tenia una Ko de 4 nM con CXCL12 (Fig. 2A), mientras que su union con CXCL1, CXCL8 y CXCL10 no fue detectable.
Esta trampa contra CXCL12 suprimié en gran medida la migracion y la invasion de células CT-26-FL3 estimuladas
con CXCL12 (Fig. 2B-C). La expresion local y transitoria de esta trampa contra CXCL12 se probé utilizando el sistema
de suministro de genes basado en la nanoparticulas de fosfato de calcio y lipidos (LCP) (Fig. 5). Como se detalla a
continuacion, tres tratamientos con el ADNp de la trampa contra pCXCL12 formulado en LCP resolvieron casi por
completo cualquier aparicién de metastasis colorrectal en el higado CT26-FL3 sin signos de propagacion del cancer a
otros érganos. (Fig. 6).

Para generar una trampa contra CXCL12 que tenga una potencia mucho mayor, los autores de la presente invencion
desarrollaron una trampa contra CXCL12 basada en la biblioteca de dominios VH. Para facilitar la seleccién de
proteinas in vitro, los autores de la presente invencién expresaron y purificaron CXCL12 recombinante de tipo salvaje
que contenia una etiqueta de biotina C-terminal (wtCXCL12-biotina, Fig. 1A), asi como CXCL12 mutante (ACXCL12,
Fig. 1A) en el que los 8 restos N-terminales (resaltados en color cian en Fig. 1A) que estan implicados en la unién a
CXCR4 fueron eliminados. Se utilizé6 wtCXCL12-biotina como diana para la seleccion positiva, mientras que se utilizé
ACXCL12 para eliminar secuencias que se unian a sitios no deseados mediante lavado competitivo. Se utilizaron
estrategias similares para desarrollar trampas de un solo dominio contra otras quimiocinas, como se ilustra en la Fig.
1B para CCL2 y CCL5.

En resumen, la biblioteca de dominios Vu presentada aclarada previamente con una columna de estreptavidina-

agarosa se incubd con una cantidad apropiada de wtCXCL12 biotinilado en un tampon de unién que facilitaba la
formacion de un enlace disulfuro. La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 1 h, seguido de la adicién de
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cuentas de agarosa con estreptavidina prelavadas para capturar las secuencias de Vu . Las cuentas resultantes se
lavaron primero con un tampdn de unién para eliminar las secuencias unidas de forma no especifica, seguido de un
lavado competitivo con un gran exceso de ACXCL12 para eliminar la secuencias de Vi que se unieron a CXCL12 en
sitios alejados del extremo N-terminal de unién a CXCR4. El grupo enriquecido se regenerd para una nueva ronda de
seleccién. Se realiz6 un lavado competitivo extenso para facilitar el enriquecimiento de las secuencias que se unian
al CXCL12 N-terminal con una tasa de separacion muy lenta. Después de cinco rondas de seleccion, los autores de
la presente invencion identificaron con éxito 6 secuencias de V1 que se unian fuerte y especificamente a wtCXCL12,
pero no a ACXCL12. Como se muestra en Fig. 1A, estas secuencias tienen velocidades de reaccion muy lentas, con
una afinidad de unién a wtCXCL12 en el intervalo de nanomolar baja a picomolar.

Trampas bivalentes con efectos sinérgicos de captura de quimio/citocinas

Las quimiocinas existen como mondémeros y dimeros en condiciones fisioldgicas, y la evidencia convincente sugiere
que ambas formas regulan la funcion in vivo . Se planted la hipotesis de que la dimerizacion de quimiocinas perturba
la distribucion de los subestados conformacionales, lo que a su vez afecta de manera diferencial a la activacién de las
diversas vias de sefializacion aguas abajo. Se ha informado de que CXCL1, CXCL12, CCR2, CCR5 e IL-6 adoptan
todos estructuras diméricas u oligoméricas para interactuar con sus receptores de emparejamiento.

En general, las quimiocinas CXC se dimerizan utilizando la primera hebra 8 y la hélice a formando una estructura
globular, con la interfaz del dimero ubicada lejos de las regiones N-terminal y de bucle N de unién al receptor. Las
quimiocinas CC se dimerizan utilizando sus restos de bucle N y forman una estructura extendida, por lo que sus
dominios de dimerizacion y de unién al receptor se solapan. CXCL12, por ejemplo, forma en condiciones fisioldgicas
tanto mondémeros como dimeros, que tienen distintos efectos sobre la funcién y la sefalizacion celulares (Ray P 2012
PMID22142194). Mientras que CXCL12 monomérico activa preferentemente la sefalizacion de CXCR4 a través de
Gai y Akt, la forma dimérica promueve de manera mas eficaz el reclutamiento de B-arrestina 2 a CXCR4 vy la
quimiotaxis de células cancerosas que expresan CXCR4. Significativamente, CXCL12 dimérico se une
preferentemente a CXCR4 sobre CXCR7. Estos hallazgos indican que la captura de CXCL12 dimérico podria bloquear
de manera mas efectiva las vias de senalizacion mediadas por CXCR4. Las trampas homodiméricas o heterodiméricas
se pueden generar facilimente a través de la fusién genética (Fig. 1C). Para generar trampas de quimio/citocinas
homodiméricas, cada trampa de dominio individual puede fusionarse genéticamente consigo misma a través de un
conector flexible como una proteina de fusion recombinante. De manera similar, las trampas heterodiméricas que se
unen a una quimiocina de interés en dos sitios Unicos se pueden generar utilizando dos trampas que se unen a sitios
no solapantes con afinidades similares.

Trampas biespecificas que bloquean sefalizaciones mediadas por dos quimio/citocinas diferentes.

La redundancia de la red de quimiocinas implicada en la metastasis tumoral y la inmunosupresion de TME indica que
una terapia de captura que actia sobre méas de una via de sefalizacion deberia ser méas eficaz. Se pueden generar
trampas biespecificas que pueden bloquear simultdneamente las vias de sefalizacion mediadas por dos
quimio/citocinas diferentes al vincular genéticamente dos trampas con especificidad Unica a través de un conector
flexible de longitud ajustable (Fig. 1C).

Trampas trivalentes contra PD-L1 con una eficacia de captura de dianas muy potente

Una de las formas mas efectivas de desarrollar un ligando de alta calidad que se una a un diana de interés es convertir
el dominio de unién a la diana a su forma multivalente, como se observa en casi todos los tipos de anticuerpos y
numerosas proteinas interactivas multiméricas. Para minimizar la posible inmunogenicidad, se pueden utilizar
dominios de trimerizacién altamente estables de proteinas extracelulares abundantes en ratones, seres humanos u
otros organismos o dominios de trimerizacién basados en tales proteinas para la generacion de trampas trivalentes
para el propésito de suministro local y transitorio de genes. Los autores de la presente invencion eligieron utilizar un
dominio de trimerizacion de CMP-1 humano. Las fuertes interacciones hidréfobas e i6nicas dentro del extremo C-
termina de CMP-1 de ratéon o humano dan como resultado una estructura trimérica paralela, unida por disulfuro y en
forma de bastdn con alta estabilidad. Los autores de la presente invencidon desarrollaron una plataforma tecnolégica
robusta que permite la conversion facil de un dominio de union a la diana de proteinas endogenas (tales como PD-L1,
PD-1) o un dominio de afinidad de la seleccién de proteinas en su forma trivalente mediante la fusién genética con el
dominio de trimerizacién, dando como resultado trampas trivalentes con alta estabilidad y avidez significativamente
mejorada. Tipicamente, las trampas trivalentes que se unen a una diana de interés con afinidades de unién de
nanomolares bajas a picomolares se pueden generar faciimente a partir de dominios monoméricos que son 1000
veces mas débiles. La secuencia de raton de este dominio de trimerizacién es altamente homoéloga a la de CMP-1
humana, lo que facilita el cambio a la versién humana si se desea una aplicacién traduccional. Dado que la trampa
trimérica se forma a través del autoensamblaje de tres mondémeros idénticos, solo requiere un ADNc que codifique el
monomero, lo que hace que el suministro del gen sea mucho mas corto y facil. Utilizando esta estrategia, los autores
de la presente invenciéon desarrollaron una potente trampa contra PD-L1 al fusionar genéticamente el dominio
extracelular humano o de raton de PD-1 que se une a PD-L1 con un dominio de trimerizacién estable que es muy
abundante en los cartilagos humanos y de raton (Fig. 1D). La proteina trivalente resultante se uni6é a PD-L1 con una
Kd de aproximadamente 16 picomolar, que es 10.000 veces mayor que la existente entre PD-1 y PD-L1 end6genos
(Fig. 1D). Ademas, en un modelo KPC inmunocompetente de cancer de pancreas, el ADN plasmidico que codifica
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esta trampa trimérica (Fig. 15) indujo eficientemente la reduccién del tumor después de la administracion IV de NP,
cuando se utilizé junto con una trampa contra CXCL12.

En otra realizacién, un trimero formado a partir de tres polipéptidos de fusion, en donde cada polipéptido de fusion
comprende un dominio extracelular de PD-1, un conector flexible y un dominio de trimerizacion, dicho trimero capaz
de unirse a PD-L1, en donde el polipéptido de fusién esta codificado por un secuencia de acido nucleico con al menos
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 25.

En realizaciones, las trampas utiles incluyen receptores. Los receptores de citocinas existen en familias
estructuralmente relacionadas y comprenden complejos de sefnalizacién molecular de alta afinidad que facilitan la
comunicacién mediada por citocinas. Los receptores de citocinas de tipo | tienen ciertos motivos conservados en su
dominio de aminoacidos extracelulares y carecen de actividad intrinseca de proteina tirosina cinasa. Esta familia
incluye receptores para IL2 (subunidad beta), IL3, IL4, IL5, IL6, IL7, IL9, IL11, IL12, GM-CSF, G-CSF, Epo, LIF, CNTF,
y también los receptores para Trombopoyetina (TPO), Prolactina y Hormona del crecimiento. La familia de receptores
de citocinas tipo | se subdivide en tres subconjuntos en funcién de la capacidad de los miembros de la familia para
formar complejos con uno de los tres tipos diferentes de componentes de sefializacion del receptor (gp130, beta comun
y gamma comun - la cadena gamma del receptor de IL2).

Los receptores de citocinas de tipo Il son receptores multiméricos compuestos por subunidades heter6logas y son
receptores principalmente para interferones. Esta familia incluye receptores para IFNalfa, IFN-beta, IFN-gamma, IL10,
IL22 y factor tisular. Los dominios extracelulares de los receptores de citocinas de tipo Il comparten similitudes
estructurales en su dominio de unién a ligandos. Se han descrito varios motivos de secuencia intracelular conservados,
que probablemente funcionan como sitios de unién para las proteinas efectoras intracelulares JAK'y STAT.

Los receptores de quimiocinas son receptores acoplados a proteinas G con 7 estructuras transmembrana y se acoplan
a proteinas G para la transduccion de sefiales. Los receptores de quimiocinas se dividen en diferentes familias:
receptores de quimiocinas CC, receptores de quimiocinas CXC, receptores de quimiocinas CX3C y receptores de
quimiocinas XC (XCR1).

Los miembros de la familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR) comparten un dominio rico en cisteina
(CRD) formado por tres enlaces disulfuro que rodean un motivo central de CXXCXXC creando una molécula alargada.
TNFR se asocia con procaspasas a través de proteinas adaptadoras (FADD, TRADD, etc.) que pueden escindir otras
procaspasas inactivas y desencadenar la cascada de caspasas, lo que destina irreversiblemente la célula a la apoptosis.

Los receptores de TGF-beta son receptores de serina/treonina quinasa de un solo paso. Los receptores de TGF-beta
incluyen TGFBR1, TGFBR2 y TGFBR3, que pueden distinguirse por sus propiedades estructurales y funcionales.

Aungue los métodos incluyen la administracion sistémica, los métodos actdan localmente, en el sentido de que el
efecto sobre el microentorno generalmente se aisla en o alrededor de las células diana. Esto se puede lograr mediante
la incorporacion al vector de un ligando de direccionamiento como se describe en otra parte del presente documento.

Los métodos también son transitorios. Es decir, el efecto del método dura aproximadamente tres (3) dias o menos. En
realizaciones, el efecto dura aproximadamente 20 horas 0 menos. En realizaciones, el efecto dura aproximadamente
16 horas o menos. En realizaciones, el efecto dura aproximadamente 12 horas o menos. En realizaciones, el efecto
dura aproximadamente 10 horas o0 menos. En realizaciones, el efecto dura aproximadamente 8 horas o menos. En
realizaciones, el efecto dura aproximadamente 6 horas o menos. En realizaciones, el efecto dura aproximadamente 4
horas o menos. En realizaciones, el efecto dura aproximadamente 3 horas 0 menos. En realizaciones, el efecto dura
aproximadamente 3 horas o menos. En realizaciones, el efecto dura aproximadamente 1 hora o menos.

En otra realizacion, el presente objeto de estudio se refiere a un método para reducir la metastasis de un cancer que
comprende administrar sistémicamente a un sujeto que padece el cancer una composicion que comprende un vector,
en donde el vector comprende una trampa, en donde la trampa se suministra a, y a continuacién se expresa en, y se
libera del tejido susceptible de metastasis, en donde se reduce la metastasis del cancer en el tejido.

En esta realizacion, los métodos incluyen todas las variables descritas anteriormente.
Ademas, los métodos son particularmente Utiles en canceres como se describe en otra parte del presente documento.

La reduccion de la metastasis puede ser desde una inhibicién total, es decir, indetectable, hasta un nivel de metastasis
inferior al esperado dado el tipo y agresividad del cancer y/o tumor. Tales tipos y tumores son conocidos por los
expertos en la técnica. Los datos que muestran una metastasis inferior a la de un control o comparador también
evidencian los métodos descritos en el presente documento. La reduccién puede serde 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,
12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95% 0 mas.

En otra realizacion, el presente objeto de estudio se refiere a un método para tratar el cancer que comprende

administrar sistémicamente a un sujeto que padece cancer una composicién que comprende un vector, en donde el
vector comprende una trampa.
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En otra realizacion, el presente objeto de estudio se refiere a un método para tratar el cancer que comprende,
administrar sistémicamente a un sujeto que padece cancer, una combinacién, en donde la combinacién comprende al
menos dos vectores, en donde uno de los vectores comprende una trampa para una citocina/quimiocina, y otro vector
comprende una trampa para una diana asociada con el cancer. En un aspecto particular, la combinaciéon comprende
una trampa para una quimiocina CXCL12 y una trampa para PD-L1, y el cancer es cancer pancreatico, tal como
adenocarcinoma ductal pancreatico. En otro aspecto, la combinacién comprende una trampa para una quimiocina
CXCL12 y una trampa para PD-1, y el cancer es cancer pancreatico, tal como adenocarcinoma ductal pancreatico. En
otra realizacién, las combinaciones incluyen trampa contra CXCL12 con trampa contra PD-1, trampa contra CXCL12
con trampa contra PD-L1, trampa contra CXCL12 con trampa contra PD-L2, trampa contra CXCL12 con trampa contra
CD27 agonistica, trampa contra CXCL12 con trampa contra CD28 agonistica, trampa contra CXCL12 con trampa
contra ICOS agonistica, trampa contra CXCL12 con trampa contra CD40 agonistica, trampa contra CXCL12 con
trampa contra OX40 agonistica, trampa contra CXCL12 con trampa contra CD137 agonistica, trampa contra CXCL12
con trampa contra IDO, trampa contra CXCL12 con trampa contra TDO, trampa contra CXCL12 con trampa contra
ARG1, trampa contra CXCL12 con trampa contra NOS, trampa contra CXCL12 con trampa contra TGF-beta, trampa
contra CXCL12 con trampa contra B7-H3, trampa contra CXCL12 con trampa contra B7-H4, trampa contra CXCL12
con trampa contra CTLA4, trampa contra CXCL12 con trampa contra HVEM, trampa contra CXCL12 con trampa contra
BTLA, trampa contra CXCL12 con trampa contra LAG3, trampa contra CXCL12 con trampa contra KIR , trampa contra
CXCL12 con trampa contra TIM3, trampa contra CXCL12 con trampa contra GAL9, trampa contra CXCL12 con trampa
contra A2aR, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CXCR1, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra
CXCR2, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CXCR4, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra
CXCRS5, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CXCR?7, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra
CCR2, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CCR4, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CCRS5,
trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CCR7, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CCR9, trampa
contra PD-1 o trampa PD-L1 con trampa contra CXCL1, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CXCLS,
trampa contra PD-1 o0 PD-L1 con trampa contra CXCL10, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CCL2, trampa
contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CCL5, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CCL22, trampa contra
PD-1 o PD-L1 con trampa contra IL-6, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra IL-10, trampa contra PD-1 o
PD-L1 con trampa contra TGF-beta, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CSF1, trampa contra PD-1 o PD-
L1 con trampa contra B7-H3, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra B7-H4, trampa contra PD-1 o PD-L1 con
trampa contra CTLA4, trampa contra PD-1 o0 PD-L1 con trampa contra HVEM, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa
contra BTLA, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra LAGS, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra
KIR, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra TIM3, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra GALS9,
trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra A2aR, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CCR4, trampa
contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra IDO-1, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra TDO, trampa contra
PD-1 o PD-L1 con trampa contra ARG1, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra NOS, trampa contra PD-1 o
PD-L1 con trampa contra PI3K, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CD27 agonistica, trampa contra PD-1
o PD-L1 con trampa contra CD28 agonistica, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra ICOS agonistica, trampa
contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CD40 agonistica, trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra OX40
agonistica, y trampa contra PD-1 o PD-L1 con trampa contra CD137 agonistica.

En otra realizacién, la trampa contra CXCL12 comprende una region VH de un anticuerpo anti-CXCL12 humano. En
otra realizacién, la trampa contra CXCL12 comprende una regién VL de un anticuerpo anti-CXCL12 humano. En otra
realizacién, la trampa contra CXCL12 comprende una proteina de fusion que comprende una region VH y VL de un
anticuerpo anti-CXCL12 humano. En otra realizacion, la trampa contra CXCL12 comprende un dominio que no es de
inmunoglobulina que imita a los anticuerpos, incluidos, pero sin limitarse a, monocuerpo basado en el dominio FN,
aficuerpo basado en el dominio Z' y DARPIN.

En otra realizacién, el CXCL12 humano se establece en el nimero de acceso de GenBank AAH39893 (SEQ ID NO:
64) o el numero de acceso de GenBank AAV49999 (SEQ ID NO: 65). En otra realizacion, la secuencia de acido
nucleico de CXCL12 humano se establece en el nimero de acceso de GenBank AY802782 (SEQ ID NO: 66).

En otra realizacion, la trampa contra CXCL12 comprende una regiéon VH, en donde dicha region VH tiene al menos
90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO:2,7,12y 17.

En otra realizacion, la trampa contra CXCL12 comprende una region VH, en donde dicha regién VH tiene al menos al
menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con SEQ ID NO: 17 y una region VL, en donde dicha regién
VL tiene al menos al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con SEQ ID NO:18.

En otra realizacion, la trampa contra CXCL12 consiste esencialmente en una regién VH, en donde la regién VH tiene
al menos 90% de identidad con una regién VH correspondiente de SEQ ID NO: 17. En otra realizacion, la trampa
contra CXCL12 consiste esencialmente en una region VL, en donde la regién VL tiene al menos 90% de identidad con
una region VL correspondiente de SEQ ID NO: 18.

En otra realizacion, la trampa contra CXCL12 comprende una regién VH que tiene tres regiones determinantes de
complementariedad (CDR) en donde las tres CDR son (a) SEQ ID NOS: 3-5, respectivamente; (b) las tres CDR son
SEQ ID NOS: 8-10, respectivamente; (c) las tres CDR son SEQ ID NOS: 13-15, respectivamente; o (d) las tres CDR
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son SEQ ID NOS: 19-21, respectivamente y una region VL que tiene tres regiones determinantes de
complementariedad (CDR), en donde las CDR son SEQ ID NO: 22, 23 y 24, respectivamente.

En otra realizacion, un polipéptido capaz de unirse a CXCL12 codificado por una secuencia de acido nucleico que
tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad con SEC ID NO: 63.

El adenocarcinoma ductal pancreatico es una enfermedad mortal que mata a 330.000 personas en todo el mundo
cada afo (American Cancer Society. Cancer Facts and Figures 2012. Atlanta: American Cancer Society; 2012. pag.
25-6). La tasa de supervivencia a cinco afnos es solo de aproximadamente 12%. Se sabe que la enfermedad es
resistente a la quimioterapia y a la radioterapia. También es resistente a los inhibidores del punto de control. Mas de
90% de PDAC esta mutado en KRas y la mayoria también contiene mutaciones adicionales en el gen p53. Se ha
desarrollado un modelo de ratén genéticamente modificado que contiene las mutaciones KRas y p53, es decir, los
ratones KPC, desarrollan espontaneamente PDAC que imita de cerca la enfermedad clinica. Los autores de la
presente invencién han utilizado una linea celular obtenida a partir de tumor KPC, denominada KPC98027, que se
inoculd ortotépicamente en las colas del pancreas en los ratones singénicos C57BL6. La linea de células tumorales
se transdujo de manera estable con luciferasa y proteina de fluorescencia roja utilizando un vector de lentivirus.

Dado que el tumor es resistente a la inmunoterapia, incluidos los inhibidores de puntos de control, los autores de la
presente invencion plantearon la hipétesis de que el TME inmunosupresor puede modificarse mediante la expresion
local de proteinas trampa que se dirigen a moléculas clave en el tumor. A partir del trabajo de Feig et al., CXCL12
parece ser una quimiocina clave que no permite que las células T se infiltren en el tumor (Feig et al., Targeting CXCL12
from FAP-expressing carcinoma-associated fibroblasts synergizes with anti-PD-L1 immunotherapy in pancreatic
cancer, PNAS, 10 de diciembre de 2013; 110(50):20212-7). Una trampa contra CXCL12 expresada localmente en el
tumor deberia aliviar el problema. El tumor KPC expresa en exceso PD-L1, que es un punto de control en el sistema
inmunitario. La expresién en exceso de PD-L1 en las células tumorales dara como resultado la destruccion de las
células T a través de la interaccion del eje PD-1/PD-L1. Por lo tanto, los autores de la presente invencién decidieron
suministrar ambas trampas al tumor mediante terapia génica. La nanoparticula (NP) de lipido-protamina-ADN (LPD)
bien establecida se utiliz6 para suministrar al tumor el ADN plasmidico que codificaba la trampa.

La combinacion puede ser sinérgica. El término "sinérgico” como se emplea en el presente documento se refiere a
una combinacién terapéutica que es mas eficaz que los efectos aditivos de los dos 0 mas agentes terapéuticos
individuales. Una determinacién de una interaccién sinérgica entre, p. €j., una trampa contra citocinas y una trampa
contra PD-L1, se puede basar en los resultados obtenidos de los ensayos descritos en el presente documento. Por
ejemplo, los métodos in vivo o in vitro se divulgan en el presente documento. Los resultados de estos ensayos se
pueden analizar utilizando el método de combinacion de Chou y Talalay y el analisis de dosis-efecto con el soporte
I6gico CalcuSyn para obtener un Indice de Combinaciéon (Chou y Talalay, 1984, Adv. Enzime Regul. 22:27-55). Las
combinaciones proporcionadas pueden evaluarse en uno o mas sistemas de ensayo, y los datos pueden analizarse
utilizando un programa convencional para cuantificar el sinergismo, el aditivismo y el antagonismo entre los agentes
anticancerosos. Un ejemplo de programa es el descrito por Chou y Talalay, en New Avenues in Developmental Cancer
Chemotherapy, Academic Press, 1987, Capitulo 2. Los valores del Indice de Combinacion inferiores a 0,8 indican
sinergia, los valores superiores a 1,2 indican antagonismo y los valores entre 0,8 y 1,2 indican efectos aditivos. La
terapia de combinacion puede proporcionar "sinergia" y resultar "sinérgica", es decir, el efecto logrado cuando los
agentes activos se utilizan juntos es mayor que la suma de los efectos que resultan del uso de los compuestos por
separado. Se puede lograr un efecto sinérgico cuando los agentes activos son: (1) co-formulados y administrados o
suministrados simultaneamente en una formulacién de dosificacién unitaria combinada; (2) suministrados por
alternancia o en paralelo como formulaciones separadas; o (3) por algun otro régimen. Cuando se suministran en
terapia de alternancia, se puede lograr un efecto sinérgico cuando los compuestos se administran o suministran
secuencialmente, p. ej., mediante diferentes inyecciones en jeringas separadas. En general, durante la terapia de
alternancia, se administra secuencialmente, es decir, en serie, una dosificacion efectiva de cada agente activo,
mientras que en la terapia de combinacién, se administran juntas dosificaciones efectivas de dos o mas agentes
activos. Los efectos combinados se pueden evaluar utilizando tanto el modelo de independencia de BLISS como el
modelo de agente Unico mas alto (HSA) (Lehar et al., Molecular Systems Biology, 3:80 (2007)). Las puntuaciones de
BLISS cuantifican el grado de potenciacién de los agentes individuales y una puntuaciéon de BLISS positiva (superior
a 0) sugiere una aditividad superior a la simple. Una puntuaciéon de BLISS positiva acumulada superior a 250 se
considera una fuerte sinergia observada dentro de los intervalos de concentracion probados. Una puntuaciéon HSA
(superior a 0) sugiere un efecto combinado mayor que el maximo de las respuestas al agente Unico a las
concentraciones correspondientes.

Los presentes métodos superan la especificidad insuficiente hacia la diana de la mayoria de los enfoques en el
tratamiento de enfermedades. Ademas, las deficiencias de la terapia génica, debidas a las numerosas barreras
extracelulares e intracelulares, han dificultado verdaderamente los tratamientos clinicos de muchas enfermedades.
Por lo tanto, con el fin de superar estas barreras, se divulga en el presente documento un vector que puede encontrar
uso en aplicaciones clinicas con alta especificidad, acumulacién y suministro para las células diana, tales como el
nucleo de los hepatocitos del higado. En una realizacion, este vector produce un vector no viral altamente reproducible
capaz de suministrar ADNp al nucleo. El vector LCP descrito en el presente documento proporciona la capacidad de
incorporar facilmente un promotor de CMV, un péptido de seializacion extracelular, una proteina trampa, radicales de
direccionamiento y péptidos de penetracion nuclear.
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El vector puede ser un liposoma. Los liposomas son vesiculas sustancialmente esféricas que se autoensamblan que
comprenden una bicapa lipidica que rodea un nucleo, que puede ser acuoso, en donde la bicapa lipidica comprende
lipidos anfipaticos que tienen cabezas hidrdéfilas y colas hidréfobas, en los que las cabezas hidréfilas de las moléculas
lipidicas anfipaticas estan orientadas hacia el ndcleo o solucién circundante, mientras que las colas hidréfobas se
orientan hacia el interior de la bicapa. La estructura de bicapa lipidica comprende por lo tanto dos monocapas opuestas
que se denominan "foliolo interno" y "foliolo externo”, en donde las colas hidrofobas estan protegidas del contacto con
el medio circundante. El "foliolo interno" es la monocapa en donde los grupos de cabeza hidréfila estan orientados
hacia el nacleo del liposoma. El "foliolo externo™ es la monocapa que comprende lipidos anfipaticos, en donde los
grupos de cabeza hidrdfila estan orientados hacia la superficie externa del liposoma. Los liposomas tipicamente tienen
un diametro que oscila entre aproximadamente 25 nm y aproximadamente 1 um. (véanse, p. €j., Shah (ed.) (1998)
Miceles, Microemulsions, and Monolayers: Science and Technology, Marcel Dekker; Janoff (ed.) (1998) Liposomes:
Rational Design, Marcel Dekker). El término "liposoma" abarca tanto los liposomas multilamelares que comprenden
desde dos hasta cientos de bicapas lipidicas concéntricas que alternan con capas de una fase acuosa y vesiculas
unilamelares que comprenden una Unica bicapa lipidica.

Los métodos para fabricar liposomas (tipos LCP y LDP) son bien conocidos en la técnica, p. ej., documento
PCT/US2010/044209. Se puede encontrar una revision de las metodologias de preparacion de liposomas en Liposome
Techonology (CFC Press NY 1984); Liposomes de Ostro (Marcel Dekker, 1987); Lichtenberg y Barenholz (1988)
Methods Biochem Anal. 33:337-462 y Patente de Estados Unidos Num. 5.283.185. Por ejemplo, los lipidos catidnicos
y, opcionalmente, los colipidos se pueden emulsionar mediante el uso de un homogeneizador, liofilizar y fundir para
obtener liposomas multilamelares. Alternativamente, los liposomas unilamelares se pueden producir mediante el
método de evaporacién de fase inversa (Szoka y Papahadjopoulos (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:4194-4198).
En algunas realizaciones, los liposomas se producen utilizando hidratacion de pelicula delgada (Bangham et al. (1965)
J. Mol. Biol. 13:238-252). En ciertas realizaciones, la formulacién de liposomas se puede someter a sonicacion
brevemente e incubar a 50°C durante un periodo corto de tiempo (p. €j., aproximadamente 10 minutos) antes del
dimensionamiento (véase Templeton et al. (1997) Nature Biotechnology 15:647-652).

En algunas realizaciones, se elabora un liposoma dirigido o un liposoma PEGilado como se describe en otra parte del
presente documento, en donde los métodos comprenden adicionalmente una etapa posterior a la insercién que sigue
a la preparacion del liposoma o a la produccién del liposoma, en donde un producto conjugado de lipido-ligando de
direccionamiento o un lipido PEGilado se insertan posteriormente en el liposoma. Los liposomas que comprenden un
producto conjugado de lipido-ligando de direccionamiento o un producto conjugado de lipido-PEG se pueden preparar
siguiendo mecanismos conocidos en la técnica, incluidos, pero sin limitarse a, los presentados en el presente
documento (véase la seccién Experimental; Ishida et al. (1999) FEBS Lett. 460:129-133; Perouzel et al. (2003)
Bioconjug. Chem. 14:884-898). La etapa posterior a la insercién puede comprender mezclar los liposomas con el
producto conjugado de lipido-ligando de direccionamiento a o el producto conjugado de lipido-PEG e incubar las
particulas entre aproximadamente 50°C y aproximadamente 60°C durante un breve periodo de tiempo (p. €j.,
aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 10 minutos). En algunas realizaciones, los liposomas se incuban con
un producto conjugado de lipido-PEG o un producto conjugado de lipido-PEG-ligando de direccionamiento a una
concentracién de aproximadamente 5 a aproximadamente 20% en moles, que incluye, pero sin limitarse a,
aproximadamente 5% en moles, aproximadamente 6% en moles, aproximadamente 7% en moles, aproximadamente
8% en moles, aproximadamente 9% en moles, aproximadamente 10% en moles, aproximadamente 11% en moles,
aproximadamente 12% en moles, aproximadamente 13% en moles, aproximadamente 14% en moles,
aproximadamente 15% en moles, aproximadamente 16% en moles, aproximadamente 17% en moles,
aproximadamente 18% en moles, aproximadamente 19% en moles y aproximadamente 20% en moles, para formar
un sistema de suministro sigiloso. En algunas de estas realizaciones, la concentracion del producto conjugado de
lipido-PEG es de aproximadamente 10% en moles. El radical de polietilenglicol del producto conjugado de lipido-PEG
puede tener un peso molecular que oscila entre aproximadamente 100 y aproximadamente 20.000 g/mol, incluidos,
pero sin limitarse a, aproximadamente 100 g/mol, aproximadamente 200 g/mol, aproximadamente 300 g/mol,
aproximadamente 400 g/mol, aproximadamente 500 g/mol, aproximadamente 600 g/mol, aproximadamente 700 g/mol,
aproximadamente 800 g/mol, aproximadamente 900 g/mol, aproximadamente 1000 g/mol, aproximadamente 5000
g/mol, aproximadamente 10.000 g /mol, aproximadamente 15.000 g/mol y aproximadamente 20.000 g/mol. En ciertas
realizaciones, el producto conjugado de lipido-PEG comprende una molécula de PEG que tiene un peso molecular de
aproximadamente 2000 g/mol. En algunas realizaciones, el producto conjugado de lipido-PEG comprende DSPE-
PEG2000. Los productos conjugados lipido-PEG-ligando de direccionamiento también se pueden insertar con
posterioridad en liposomas utilizando los métodos de post-insercion descritos anteriormente.

En una realizacion, el liposoma contiene un vector que codifica una proteina de fusion de trampa contra CXCL12 y
trampa contra PD-1 unida a través de un péptido 2A escindible, lo que permite administrar solo una composicién en
lugar de dos para la terapia de trampa combinada contra CXCL12/PD-L1.

La incorporacién del radical de galactosa de direccionamiento a través de la conjugacién con DSPE-PEG permite la
captacioén activa en los hepatocitos a través del receptor de asialoglicoproteina que se expresa en gran medida en los
hepatocitos del higado. El uso de DOTAP y el nucleo de fosfato de calcio sensible al acido permite el escape
endosomal de la estructura ADNp/mc-CR8C condensada, que se libera al citoplasma. Ademas, la condensacién del
ADNp con el péptido mc-CR8C catidnico que penetra la membrana permite una mejor captacién y liberacién nuclear.
La incorporacion del promotor de CMV dentro del ADNp permite una alta expresion en el higado.
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A través de la incorporacion de estas partes como se describe en el presente documento, se proporciona un vector
disefado inteligentemente que produce altos niveles terapéuticos de expresion en los tipos de células diana deseados.
Este vector LCP con pTrap proporciona una disminucién significativa de la aparicion de metastasis colorrectal en el
higado (80%), asi como una disminucién significativa de la carga tumoral que se encuentra en el higado (10 veces).
Se encontraron niveles elevados de la trampa contra CXCL12, asi como niveles reducidos de la proteina CXCL12 libre
en el higado de manera dependiente de la dosis, asi como una reduccioén en el reclutamiento de células inmunitarias
(CD8+), lo que demuestra un efecto biolégicamente especifico del tratamiento con LCP con pTrap.

Por lo tanto, en el presente documento se muestra que el suministro de ADNp en un vector de galactosa-LCP no
muestra signos de efectos inespecificos, con una respuesta inmunitaria minima o nula después de tres inyecciones
QOD. En estos estudios, la etiqueta de His incorporada en el extremo C-terminal de la trampa contra pCXCL12 fue
necesaria para determinar los niveles de expresién a través de ensayos de transferencia Western y ELISA. Sin
embargo, para otras aplicaciones clinicas, es posible que no se necesite la etiqueta de His. Esto ayudaria a eludir
cualquier respuesta inmunitaria, tal como la induccién de anticuerpos neutralizantes.

Ademas, la capacidad para tener una expresion transitoria de esta pequena trampa contra CXCL12 (~28 kD) que no
dura mas de 8 dias, permite a los médicos la capacidad de controlar/supervisar estrechamente el nivel y el tiempo de
expresion para limitar la respuesta inmunitaria sin dejar de lograr eficacia terapéutica.

En el presente documento se divulga la afinidad y la produccion de la trampa (proteina) contra CXCL12 disefada
mediante Interferometria de BioCapa (BLI), asi como supresion de la migracién y la invasion in vitro (Fig. 2). Se
encontré que la trampa contra CXCL12 disefiada tenia una Kd = 4 nM a través del andlisis BLI (Fig. 2A). Ademas,
produce la mitad de la inhibicion maxima [ND50] contra CXCL12 biol6gicamente activa (100 ng/ml) in vitro a una
concentracién de aproximadamente 120 nM (Fig. 2B). También se ha informado de que el tratamiento de células CT-
26 con la quimiocina CXCL12 enddégena produce una regulacion por incremento de las vias de
migracion/invasion/proliferacion. Por lo tanto, los autores de la presente invencién investigaron la capacidad de su
trampa contra CXCL12 y un anticuerpo (Ab) contra CXCL12 disponible comercialmente para suprimir la migracién y
la invasion de células CT-26 FL3 estimuladas con CXCL12 enddgena (Fig. 2B y 2C). Estos experimentos in vitro
demuestran la capacidad de la trampa contra CXCL12 para disminuir la migracion y la invasion de células CT-26 FL3
estimuladas con CXCL12 (100,0 ng/ml), lo que produce una supresién completa a 8,0 pg/ml y 12,0 pg/mi,
respectivamente (Fig. 2B y 2C). También se utiliz6 como control un anticuerpo disponible comercialmente (ND50 de
2-4 ug/ml; 12-24 nM).

Una dosis de ADNp in vivo util (0,5 mg/kg por inyeccién Unica) es sustancialmente mas baja que las dosis que se
demostré anteriormente que tenian expresion in vivo. Ademas, este es el primer caso en el que una cantidad
terapéutica de ADNp se ha suministrado con éxito al higado a través de vectores no virales que no sean mediante el
uso de una inyeccion hidrodindmica invasiva que da como resultado una lesion hepatica y no es clinicamente aplicable.
Tal suministro es atribuible al uso del vector LCP disefado inteligentemente.

En 2013, Hu et al. informaron por primera vez del uso de este vector para obtener altos niveles de expresion de
luciferasa en el higado (Hu, Y., et al., A Highly Efficient Synthetic Vector: Nonhydrodynamic Delivery of DNA to
Hepatocyte Nuclei in Vivo. ACS Nano, 2013. 7(6): pag. 5376-5384). Sin embargo, este nivel de expresion es el mas
alto obtenido a través de vectores no virales, solo por detras de las técnicas de inyeccién hidrodinamica. Hu et al.
encontraron que el suministro de ADNp marcado con Cy-3 a través de este vector Gal-LCP se acumula
preferentemente en los nucleos de los hepatocitos 6 h después de la inyeccion intravenosa en la vena de la cola (Hu,
Y., et al., A Highly Efficient Synthetic Vector: Nonhydrodynamic Delivery of DNA to Hepatocyte Nuclei in Vivo. ACS
Nano, 2013. 7(6): pag. 5376-5384). La distribucion en dérganos del vector Gal-LCP-ADNp/mcCR8C radiomarcado
demostré una captacién prominente en el higado de ratén. Ademas, mediante el suministro de una trampa contra
CXCL12 en el higado, los autores de la presente invencién demostraron claramente que el efecto terapéutico se
produjo mediante la disminucion de CXCL12 libre que se encuentra en el microentorno hepatico (Fig. 5A). Esta terapia
produjo una disminucion en la carga tumoral del higado, lo que posteriormente disminuy6 la inflamacién del higado en
comparacioén con el higado enfermo no tratado.

Los grupos no tratados produjeron niveles mas altos de CXCL12 y contribuyeron ain més a la acumulacién de
metastasis en el higado. Por lo tanto, el tratamiento profilactico de pacientes colorrectales con este vector Gal-LCP-
ADNp/mcCR8C puede ayudar a disminuir la inflamacién en el higado, que desempefa un papel fundamental en la
expresion hepatica de CXCL12 y la progresién de la metastasis en el higado.

Mediante el uso de este vector, se pueden poner en practica una serie de aplicaciones y terapias, tales como el
tratamiento de enfermedades hepaticas. En el presente documento se muestra que este vector tiene la capacidad de
suministrar altos niveles de ADNp terapéutico a los hepatocitos del higado. Por lo tanto, en el presente documento se
proporciona la capacidad no sélo de tratar la metastasis en el higado y los canceres primarios, sino también muchas
otras enfermedades hepaticas tales como el VHB, el higado graso, la cirrosis hepatica y muchas otras. Ademas de las
enfermedades hepaticas, la incorporacion de diferentes fracciones de direccionamiento, tales como los analogos de
adenosina, que se dirigen a los receptores de adenosina A2B altamente expresados en las células epiteliales
pulmonares, preparara este vector para acumular y suministrar trampas de ADNp contra CXCL12 u otros factores del
microentorno que se sabe que desemperian un papel en otros tejidos altamente metastasicos. Tal estrategia puede
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modificar los factores del microentorno de numerosos tejidos que se sabe que tienen altas tasas de metéastasis, tales
como pulmdn, ganglio linfatico, mama y hueso.

lll. Composiciones
Se proporcionan composiciones que son adecuadas para la administracién sistémica.

Las composiciones descritas en el presente documento comprenden vectores. Como se emplea en el presente
documento, un vector incluye vectores virales, vectores no virales, vectores sintéticos y similares. Se hace referencia
a las Solicitudes de Publicaciones de los Estados Unidos Num. 2012-0201872; 2011-0117026; y 2011-0117141. Los
vectores también incluyen vectores de liposomas o vectores de células vivas tales como monocitos o células madre.

Vectores de suministro

Los métodos adecuados para suministrar la trampa de la invencién incluyen vectores virales y vectores no virales, tales
como vectores de plasmidos, vectores de liposomas o vectores de células vivas, tales como monocitos o células madre.

El término "vector", como se emplea en el presente documento, se refiere a una construccién de &cido nucleico
disefada para la transferencia entre diferentes células anfitrionas. Un "vector de expresién" o "vector de terapia génica"
se refieren a un vector que tiene la capacidad de incorporar y expresar fragmentos de ADN heterélogos en una célula
foranea. Un vector de clonacion o expresion puede comprender elementos adicionales, por ejemplo, el vector de
expresion puede contener un promotor especifico de érgano para la expresion del gen de la trampa y contener
secuencias de senalizacién para la localizacion extracelular o intracelular deseada. El vector de expresion puede tener
dos sistemas de replicacion, lo que permite que se mantenga en dos organismos, por ejemplo, en células humanas
para la expresién y en un anfitrién procariético para la clonacion y amplificacion. El término vector también puede
utilizarse para describir un virus recombinante, p. ej., un virus modificado para contener la secuencia codificante de un
compuesto o factor terapéutico. Como se emplea en el presente documento, un vector puede ser de origen viral o no
viral o liposomas o células tales como monocitos o células madre.

Los términos "virus", "particula viral", "particula de vector", "particula de vector viral" y "virién" se utilizan indistintamente
y deben entenderse en sentido amplio como particulas virales infecciosas que se forman cuando, p. €j., un vector viral
de la invencién se transduce a una célula o linea celular apropiadas. Las particulas virales de acuerdo con la invencién
se pueden utilizar con el fin de transferir ADN a las células in vitro o in vivo. Los términos "vector", "vector de
polinucleétido”, "construccion de vector de polinucle6tido”, "construccion de vector de acido nucleico" y "construccion
de vector" se utilizan indistintamente en el presente documento para referirse a cualquier construccién de acido

nucleico para la transferencia génica, como entiende un experto en la técnica.

Como se emplea en el presente documento, el término "vector viral" se utiliza de acuerdo con su significado reconocido
en la técnica. Se refiere a una construccion de vector de acido nucleico que incluye al menos un elemento de origen viral
y se puede empaquetar en una particula de vector viral. El vector y/o la particula se pueden utilizar con el propoésito de
transferir ADN, ARN u otros acidos nucleicos a las células in vitro o in vivo. Se conocen en la técnica numerosas formas
de vectores virales, cuyas fuentes incluyen, pero no se limitan a, adenovirus, retrovirus y virus adenoasociados (AAV).

La presente invencién contempla el uso de cualquier vector para la introduccion de la trampa de interés en células de
mamifero. Los vectores ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, vectores virales y no virales, tales como retrovirus
(incluyendo lentivirus), vectores de adenovirus (Ad) que incluyen formas de replicacion competente, de replicacion
deficiente y vacias de los mismos, vectores de virus adenoasociados (AAV), vectores de virus de simio 40 (SV-40),
vectores del virus del papiloma bovino, vectores del virus de Epstein-Barr, vectores del virus del herpes, vectores del
virus vaccinia, vectores del virus de la leucemia murina de Moloney, vectores del virus del sarcoma murino de Harvey,
vectores del virus del tumor mamario murino, vectores del virus del sarcoma de Rous y vectores de plasmidos no
virales. En una realizacion, el vector es un vector viral. Los virus pueden transducir células de manera eficiente e
introducir su propio ADN en una célula anfitriona. Al generar vectores virales recombinantes, los genes no esenciales
se reemplazan por un gen o secuencia codificante para una proteina heteréloga (o no nativa).

En la construccion de vectores virales, los genes no esenciales se reemplazan por uno o mas genes que codifican uno o
mas compuestos o factores terapéuticos. Tipicamente, el vector comprende un origen de replicacién y el vector puede
comprender o no también una funcién de "marcador" o "marcador seleccionable" mediante la cual se puede identificar y
seleccionar el vector. Si bien se puede utilizar cualquier marcador seleccionable, los marcadores seleccionables para su
uso en tales vectores de expresion son generalmente conocidos en la técnica y la eleccion del marcador seleccionable
adecuado dependera de la célula anfitriona. Los ejemplos de genes marcadores seleccionables que codifican proteinas
que confieren resistencia a los antibidticos u otras toxinas incluyen ampicilina, metotrexato, tetraciclina, neomicina
(Southern et al., J., J Mol Appl Genet. 1982;1(4):327-41 (1982)), acido micofendlico (Mulligan et al., Science 209:1422-7
(1980)), puromicina, zeomicina, higromicina (Sugden et al., Mol Cell Biol. 5(2):410-3 (1985)) o G418.

La referencia a un vector u otras secuencias de ADN como "recombinantes" simplemente reconoce la conexion
operable de las secuencias de ADN que tipicamente no estan conectadas operablemente cuando estan aisladas o se
encuentran en la naturaleza. Las secuencias reguladoras (expresion/control) se conectan operablemente a una
secuencia codificante de acido nucleico cuando las secuencias de expresién/control regulan la transcripcion y, segun
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corresponda, la traduccién de la secuencia de acido nucleico. Por lo tanto, las secuencias de expresién/control pueden
incluir promotores, potenciadores, terminadores de la transcripcion, un codén de inicio (es decir, ATG) delante de la
secuencia codificante, sefial de corte y empalme para intrones y codones de parada.

Se sabe que los vectores de terapia génica de adenovirus exhiben una fuerte expresién in vitro, un titulo excelente y
la capacidad de transducir células en division y que no se dividen in vivo (Hitt et al., Adv in Virus Res 55:479-505
(2000)). Cuando se utilizan in vivo, estos vectores conducen a una expresiéon génica fuerte pero transitoria debido a
las respuestas inmunitarias provocadas frente al esqueleto del vector. Los vectores Ad recombinantes para su uso en
el presente documento invencion comprenden: (1) un sitio de empaquetamiento que permite que el vector se incorpore
a viriones Ad de replicacion defectuosa; y (2) un polinucleétido de interés, tal como un polinucleétido que codifica la
trampa de interés. Otros elementos necesarios o Utiles para la incorporacion a viriones infecciosos incluyen las ITR de
Ad 5'y 3', los genes E2 y E3, etc.

Los viriones Ad de replicacion defectuosa que encapsulan los vectores Ad recombinantes de la presente invencién se
fabrican mediante mecanismos convencionales conocidos en la técnica utilizando células de empaquetamiento y
tecnologia de empaquetamiento de Ad. Se pueden encontrar ejemplos de estos métodos, por ejemplo, en la Patente
de Estados Unidos Num. 5.872.005. Un polinucleétido de interés se inserta cominmente en el adenovirus en la region
E1A, E1B o E3 eliminada del genoma del virus. Los vectores adenovirales preferidos para su uso en la practica de la
invencion no expresan uno o mas productos del gen Ad de tipo salvaje, p. €j., E1a, E1b, E2, E3, E4. Las realizaciones
preferidas son viriones que se utilizan tipicamente junto con lineas celulares de empaquetamiento que complementan
las funciones de E1, E2A, E4 y, opcionalmente, las regiones del gen E3. Véanse, p. €]. las Patentes de Estados Unidos
Num. 5.872.005, 5.994.106, 6.133.028 y 6.127.175. Los vectores de adenovirus se purifican y formulan utilizando
técnicas mecanismos convencionales conocidos en la técnica.

Los vectores de AAV recombinantes se caracterizan porque son capaces de dirigir la expresion y la produccion de los
productos transgénicos seleccionados en células diana. Asi, los vectores recombinantes comprenden al menos todas
las secuencias de AAV esenciales para la encapsidacion y las estructuras fisicas para la infeccion de células diana.

Los viriones de AAV recombinantes (rAAV) para su uso en la practica de la presente invencion se pueden producir
utilizando metodologia convencional, conocida por los expertos en la técnica y se construyen de tal manera que incluyen,
como componentes conectados operablemente en la direccion de la transcripcidn, secuencias de control que incluyen
secuencias de inicio y terminacién transcripcionales, y la secuencia codificante para una trampa de interés. Estos
componentes estan limitados en el extremo 5'y 3' por secuencias ITR de AAV funcionales. Por "secuencias ITR de AAV
funcionales" se entiende que las secuencias ITR funcionan segun lo previsto para el rescate, la replicaciéon y el
empaquetamiento del virion de AAV. Por lo tanto, no se necesita que las ITR de AAV para su uso en los vectores de la
invencion tengan una secuencia de nucleétidos de tipo salvaje y se pueden alterar mediante la insercion, delecion o
sustitucion de nucleétidos o las ITR de AAV se pueden obtener a partir de cualquiera de varios serotipos de AAV. Un
vector de AAV es un vector obtenido a partir de un serotipo de virus adenoasociado, que incluye, pero sin limitarse a,
AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV-5, AAV-6, AAV-7, AAV-8, etc. Los vectores de AAV preferidos tienen los genes REP
y CAP de tipo salvaje suprimidos en su totalidad o en parte, pero conservan las secuencias ITR flanqueantes funcionales.

Tipicamente, un vector de expresion de AAV se introduce en una célula productora, seguido de la introduccion de una
construccion auxiliar de AAV, donde la construccion auxiliar incluye regiones codificantes de AAV capaces de
expresarse en la célula productora y que complementan las funciones auxiliares de AAV ausentes en el vector de
AAV. La construccion auxiliar se puede disefiar para regular por disminucion la expresiéon de las proteinas REP
grandes (Rep78 y Rep68), tipicamente mediante la mutacién del coddn de inicio que sigue a p5 de ATG a ACG, como
se describe en la Patente de Estados Unidos Num. 6.548.286. A esto le sigue la introduccién de virus auxiliares y/o
vectores adicionales en la célula productora, en donde el virus auxiliar y/o los vectores adicionales proporcionan
funciones accesorias capaces de soportar la produccion eficiente de virus rAAV. A continuacion, las células
productoras se cultivan para producir rAAV. Estas etapas se llevan a cabo utilizando la metodologia convencional. Los
viriones de AAV de replicacién defectuosa que encapsulan los vectores de AAV recombinantes de la presente
invencion se fabrican mediante mecanismos convencionales conocidos en la técnica utilizando células de
empaquetamiento y tecnologia de empaquetamiento de AAV. Se pueden encontrar ejemplos de estos métodos, por
ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Num. 5.436.146; 5.753.500, 6.040.183, 6.093.570 y 6.548.286. Otras
composiciones y métodos para el empaquetamiento son descritos por Wang et al. (documento US 2002/0168342) e
incluyen aquellos mecanismos dentro del conocimiento de los expertos en la técnica.

Actualmente se conocen aproximadamente 40 serotipos de AAV, sin embargo, hoy en dia todavia se estan
identificando nuevos serotipos y variantes de serotipos existentes y se consideran dentro del alcance de la presente
invencion. Véanse Gao et al (2002), PNAS 99(18):11854-6; Gao et al. (2003), PNAS 100(10):6081-6; Bossis y Chiorini
(2003), J. Virol. 77(12):6799-810). Se utilizan diferentes serotipos de AAV para optimizar la transduccién de células
diana concretas o para dirigirse a tipos de células especificos dentro de un tejido diana particular. El uso de diferentes
serotipos de AAV puede facilitar la eleccion como diana del tejido maligno. Se ha demostrado que los serotipos de
AAV que incluyen 1, 2, 4, 5y 6 transducen a tejido cerebral. Véanse, p. ej., Davidson et al., (2000), PNAS 97(7)3428-
32; Passini et al (2003), J. Virol 77(12):7034-40). Los serotipos de AAV particulares pueden dirigirse y/o replicarse mas
eficientemente en el tejido o las células diana. Se puede utilizar un solo vector AAV autocomplementario en la practica
de lainvencion para aumentar la eficiencia de la transduccion y dar como resultado un inicio mas rapido de la expresion
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transgénica (McCarty et al., Gene Ther. agosto 2001; 8(16):1248-54).

Los vectores retrovirales son una herramienta comun para el suministro de genes (Miller, 1992, Nature 357: 455-460).
Los vectores retrovirales y mas particularmente los vectores lentivirales se pueden utilizar en la practica de la presente
invencion. Los vectores retrovirales se han probado y se ha encontrado que son vehiculos de suministro adecuados
para la introduccién estable de una variedad de genes de interés en el ADN genémico de una amplia gama de células
diana. La capacidad de los vectores retrovirales para suministrar transgenes de una sola copia sin reordenar a las
células hace que los vectores retrovirales sean muy adecuados para transferir genes a las células. Adicionalmente,
los retrovirus entran en las células anfitrionas mediante la union de glicoproteinas de la envoltura retroviral a receptores
de superficie celular especificos en las células anfitrionas. En consecuencia, los vectores retrovirales seudotipificados
en los que la proteina de la envoltura nativa codificada se reemplaza por una proteina de la envoltura heteréloga que
tiene una especificidad celular diferente a la de la proteina de la envoltura nativa (p. ej., se une a un receptor de
superficie celular diferente en comparacion con la proteina de la envoltura nativa) pueden también encontrar utilidad
en la practica de la presente invencion. La capacidad de dirigir el suministro de vectores retrovirales que codifican un
transgén a un tipo especifico de células diana es muy deseable para aplicaciones de terapia génica.

La presente invencién proporciona vectores retrovirales que incluyen, p. €j., vectores de transferencia retrovirales que
comprenden uno o mas polinucleétidos de interés y vectores de empaquetamiento retrovirales que comprenden uno
0 mas elementos de empaquetamiento. En particular, la presente invencién proporciona vectores retrovirales
seudotipificados que codifican una proteina de la envoltura heteréloga o funcionalmente modificada para producir
retrovirus pseudotipificados.

La secuencia central de los vectores retrovirales de la presente invencion se puede obtener facilmente a partir de una
amplia variedad de retrovirus, incluidos, por ejemplo, retrovirus de tipo B, C y D, asi como espumavirus y lentivirus
(véase RNA Tumor Viruses, segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, 1985). Un ejemplo de un retrovirus
adecuado para su uso en las composiciones y métodos de la presente invencion incluye, pero no se limita a, lentivirus.
Otros retrovirus adecuados para su uso en las composiciones y métodos de la presente invencion incluyen, pero sin
limitarse a, el Virus de la Leucosis Aviar, el Virus de la Leucemia Bovina, el Virus de la Leucemia Murina, el Virus
Inductor de Foco en Células de Vison, el Virus del Sarcoma Murino, el Virus de la Reticuloendoteliosis y el Virus del
Sarcoma de Rous. Los virus de la leucemia murina particularmente preferidos incluyen 4070A y 1504A (Hartley y
Rowe, J. Virol. 19:19-25, 1976), Abelson (ATCC Num. VR-999), Friend (ATCC Num. VR-245), Graffi, Gross (ATCC
Num. VR-590), Kirsten, Virus del Sarcoma Harvey and Rauscher (ATCC Num. VR-998), y el Virus de la Leucemia
Murina de Moloney (ATCC Num. VR-190). Tales retrovirus se pueden obtener faciimente de depdsitos o colecciones
tales como la Coleccion Americana de Cultivos Tipo ("ATCC"; Rockville, MD), o aislar de fuentes conocidas utilizando
técnicas comunmente disponibles.

Preferiblemente, una secuencia de vector retroviral de la presente invencién se obtiene a partir de un lentivirus. Un
lentivirus preferido es un virus de la inmunodeficiencia humana, p. €j., tipo 1 0 2 (es decir, VIH-1 0 VIH-2, en donde el
VIH-1 se denominaba anteriormente virus 3 asociado a la linfadenopatia (HTLV-IE) y virus relacionado con el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (ARV)), u otro virus relacionado con el VIH-1 o el VIH-2 que se haya identificado
y asociado con el SIDA o una enfermedad similar al SIDA. Otros vectores de lentivirus incluyen un virus Visna/maedi
de oveja, un virus de inmunodeficiencia felina (FIV), un lentivirus bovino, un virus de inmunodeficiencia de simios (SIV),
un virus de anemia infecciosa equina (EIAV) y un virus de artritis-encefalitis caprina (CAEV).

Los diversos géneros y cepas de retrovirus adecuados para su uso en las composiciones y métodos son bien
conocidos en la técnica (véase, p. €j., Fields Virology, tercera edicion, editado por B. N. Fields et al., Lippincott-Raven
Publishers (1996), véase, p. €j., Capitulo 58, Retroviridae: The Viruses and Their Replication, clasificacion, paginas
1768-1771, incluida la Tabla 1).

Lainvencién es aplicable a una variedad de sistemas retrovirales, y los expertos en la técnica apreciaran los elementos
comunes compartidos entre diferentes grupos de retrovirus. Todos los retrovirus comparten las caracteristicas de los
viriones envueltos con proyecciones superficiales y que contienen una molécula de ARN de hebra sencilla lineal de
sentido positivo, un genoma que consiste en un dimero y las proteinas comunes gag, pol y env.

Los lentivirus comparten varias proteinas estructurales del virién, incluidas las glicoproteinas de la envoltura SU
(gp120) y TM (gp41), que estan codificadas por el gen env; CA (p24), MA (p117) y NC (p7-11), que estan codificadas
por el gen gag; y RT, PR e IN codificadas por el gen pol. El VIH-1 y el VIH-2 contienen proteinas accesorias y otras
que participan en la regulacién de la sintesis y el procesamiento del ARN del virus y otras funciones de replicacion.
Las proteinas accesorias, codificadas por los genes vif, vpr, vpu/vpx y nef, se pueden omitir (o inactivar) del sistema
recombinante. Ademas, tat y rev se pueden omitir o inactivar, p. €j., mediante mutacién o delecion.

Los sistemas de empaquetamiento de vectores lentivirales de primera generaciéon proporcionan construcciones de
empaquetamiento separadas para gag/pol y env, y tipicamente emplean una proteina de la envoltura heteréloga o
funcionalmente modificada por razones de seguridad. En sistemas de vectores lentivirales de segunda generacion,
los genes accesorios, vif, vpr, vpu y nef, se suprimen o inactivan. Los sistemas de vectores lentivirales de tercera
generacioén son aquellos en los que el gen tat se ha suprimir o inactivar de otro modo (p. ej., mediante mutacion).
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La compensacion para la regulacion de la transcripcién proporcionada normalmente por tat se puede proporcionar
mediante el uso de un promotor constitutivo fuerte, tal como el potenciador/promotor temprano inmediato del
citomegalovirus humano (HCMV-IE). Se pueden seleccionar otros promotores/potenciadores en funcién de la fuerza
de la actividad promotora constitutiva, la especificidad por el tejido diana (p. ej., promotor especifico del higado) u otros
factores relacionados con el control deseado sobre la expresién, como se entiende en la técnica. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, es deseable emplear un promotor inducible tal como tet para lograr una expresion controlada.
El gen que codifica rev se proporciona preferiblemente en una construccion de expresion separada, de modo que un
sistema vector lentiviral tipico de tercera generacion implicaré cuatro plasmidos: uno para gagpol, rev, envoltura y el
vector de transferencia. Independientemente de la generacion del sistema de empaquetamiento empleado, gag y pol
se pueden proporcionar en una sola construccion o en construcciones separadas.

Agentes de suministro no virales sintéticos

Los agentes no virales sintéticos que son capaces de promover la transferencia y expresion de un polinucleétido de
interés también son adecuados para su uso en los métodos de la invencion. Tales agentes incluyen, pero no se limitan
a, lipidos y polimeros cati6nicos. Los agentes de suministro no virales que son lipidos catiénicos se unen al ADN
polianionico. Después de la endocitosis, el acido nucleico debe escapar del agente de suministro y del compartimento
endos6mico para que el material genético se incorpore al nuevo anfitrion. Véanse Felgner, P. L. Nonviral Strategies
for Gene Therapy Sci. Am. 1997, 276, 102-106; Felgner, P. L.; Gadek, T. R.; Holm, M.; Roman, R.; Chan, H. W.; Wenz,
M.; Northrop, J. P.; Ringgold, G. M.; Danielsen, M. Lipofectin: A highly efficient, lipid mediated DNA-transfection
procedure Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1987, 84, 7413-7417; Felgner, P. L.; Kumar, R.; Basava, C.; Border, R. C;
Hwang-Felgner, J. En; Vical, Inc. San Diego, Calif.: Patente de Estados Unidos Num. 5.264.618, 1993; Felgner, J. H.;
Kumar, R.; Sridhar, C. N.; Wheeler, C. J.; Tsai, Y. J.; Border, R.; Ramsey, P.; Martin, M.; Felgner, P. L. Enhanced
Gene Delivery and Mechanism Studies with a Novel Series of Cationic Formulations J. Biol. Chem. 1994, 269, 2550-
2561; Freidmann, T. Sci. Am. 1997, 276, 96-101; Behr, J. P. Gene Transfer with Synthetic Cationic Amphiphiles:
Prospects for Gene Delivery Bioconjugate Chem. 1994, 5, 382-389; Cotton, M.; Wagner, B. Non-viral Approaches to
Gene Therapy Curr. Op. Biotech. 1993, 4, 705-710; Miller, A. D. Cationic Liposomes for Gene Therapy Angew. Chem.
Int. 1998, 37, 1768-1785; Scherman, D.; Bessodes, M.; Cameron, B.; Herscovici, J.; Hofland, H.; Pitard, B.; Soubrier,
F.; Wils, P.; Crouzet, J. Application of Lipids and Plasmid Design for Gene Delivery to Mammalian Cells Curr. Op.
Biotech. 1989, 9, 480; Lasic, D. D. En Surfactants in Cosmetics; 22 ed.; Rieger, M. M., Rhein, L. D., Eds.; Marcel
Dekker, Inc.: Nueva York, 1997; Vol. 68, pag. 263-283; Rolland, A. P. From Genes to Gene Medicines: Recent
Advances in Nonviral Gene Delivery Crit. Rev. Ther. Drug 1998, 15, 143-198; de Lima, M. C. P.; Simoes, S.; Pires, P.;
Faneca, H.; Duzgunes, N. Cationic Lipid-DNA Complexes in Gene Delivery from Biophysics to Biological Applications
Adv. Drug. Del. Rev. 2001, 47, 277-294.

Estos agentes de suministro no virales sintéticos tienen dos funciones principales, condensar el ADN que se debe
transfectar y promover su unién celular y paso a través de la membrana plasmatica y, en su caso, las dos membranas
nucleares. Debido a su naturaleza polianionica, el ADN naturalmente tiene poca afinidad por la membrana plasmatica
de las células, que también es polianidnica. Varios grupos han informado sobre el uso de complejos catiénicos de
lipidos y acidos nucleicos anfifilos para la transfeccion in vivo tanto en animales como en seres humanos. Por lo tanto,
los agentes de suministro no virales sintéticos tienen cargas catiénicas o policatiénicas. Véanse Gao, X; Huang, L.
Cationic Liposome-mediated Gene Transfer Gene Therapy 1995, 2, 710-722; Zhu, N.; Liggott, D.; Liu, Y.; Debs, R.
Systemic Gene Expression After Intravenous DNA Delivery into Adult Mice Science 1993, 261, 209-211; Thierry, A.
R.; Lunardiiskandar, Y.; Bryant, J. L.; Rabinovich, P.; Gallo, R. C.; Mahan, L. C. Systemic Gene-Therapy-Biodistribution
and Long-Term Expression of a Transgene in Mice Proc. Nat. Acad. Sci. 1995, 92, 9742-9746. Los compuestos anfifilos
catidnicos que poseen dominios tanto catidnicos como hidréfobos se han utilizado previamente para el suministro de
informacién genética. De hecho, esta clase de compuestos se utiliza ampliamente para el suministro intracelular de
genes. Tales compuestos catiénicos pueden formar liposomas catiénicos, que son el agente de suministro no viral
sintético mas popular para estudios de transfeccion de genes.

Los liposomas catiénicos cumplen dos funciones. En primer lugar, protegen el ADN de la degradacién. En segundo
lugar, aumentan la cantidad de ADN que ingresa a la célula. Se ha demostrado que tales liposomas son Utiles en
estudios tanto in vitro como in vivo. Safinya, C. R. describe la estructura del complejo anfifilo cationico-ADN. Véanse
Radler, J. O.; Koltover, |.; Salditt, T.; Safinya, C. R. Science 1997, 275, 810-814; Templeton, N. S.; Lasic, D. D.;
Frederik, P. M.; Strey, H. H.; Roberts, D. D.; Pavlakis, G. N. Nature Biotech. 1997, 15, 647-652; Koltover, |.; Salditt, T.;
Radler, J. O.; Safinya, C. R. Science 1998, 281, 78-81; y Koltover, |.; Salditt, T.; Safinya, C. R. Biophys. J. 1999, 77,
915-924. Muchos de estos sistemas para el suministro de genes in vitro e in vivo se revisan en articulos recientes.
Véanse Remy, J.; Sirlin, C.; Vierling, P.; Behr, J. Bioconj. Chem. 1994, 5, 647-654; Crystal, R. G. Science 1995, 270,
404-410; Blaese, X.; et, a. Cancer Gene Ther. 1995, 2, 291-297; y Behr, J. P. y Gao, X citados anteriormente. A
diferencia de los vectores virales, los complejos de lipidos y acidos nucleicos se pueden utilizar para transferir casetes
de expresion de tamano practicamente ilimitado. Debido a que estos sistemas de suministro sintéticos carecen de
proteinas, pueden provocar menos respuestas inmunogénicas e inflamatorias.

Behr divulga numerosos compuestos anfifilos que incluyen dioctadecilamidologlicilespermina ("DOGS") para el
suministro de genes. Este material esta disponible comercialmente como TRANSFECTAM™. Vigneron describe lipidos
cationicos de guanidinio-colesterol para la transfeccion de células eucariéticas. Felgner divulga el uso de lipidos
catiénicos sintéticos cargados positivamente que incluyen cloruro de N-1-(2,3-dioleiloxi)propil-N,N,N-trimetilamonio
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("DOTMA"), para formar complejos de lipido/ADN adecuados para transfecciones. Byk describe lipidos catiénicos en
los que la porcion cationica del compuesto anfifilo es lineal, ramificada o globular para la transfeccion génica. Blessing
y colaboradores describen un vector cationico sintético basado en espermina. Safinya describe lipidos catiénicos que
contienen un segmento de poli(etilenglicol) para el suministro de genes. Bessodes y colaboradores describen un
conector glucosidico que contiene lipidos catidnicos para el suministro de genes. Ren y Liu describen lipidos catidnicos
basados en 1,2,4-butanotriol. Tang y Scherman describen un lipido catiénico que contiene un enlace disulfuro para el
suministro de genes. Vierling describe compuestos anfifilos catidnicos altamente fluorados como sistemas de
transmisién y transporte de genes. Jacopin describe un compuesto anfifilo cationico para el suministro de genes que
contiene un ligando de direccionamiento. Wang y colaboradores describen ésteres catidénicos basados en carnitina
para el suministro de genes. Zhu describe el uso de un lipido catiénico, cloruro de N[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-
trimetilamonio para el suministro intravenoso de ADN. Véanse Behr, J. P.; Demeneix, B.; Loeffler, J. P.; Perez-Mutul,
J. Efficeint Gene Transfer into Mammalian Primary Endocrine Cells with Lipopolyamine Coated DNA Proc. Nat. Acad.
Sci. 1989, 86, 6982-6986; Vigneron, J. P.; Oudrhiri, N.; Fauquet, M.; Vergely, L.; Bradley, J. C.; Basseville, M.; Lehn,
P.; Lehn, J. M. Proc. Nat. Acad. Sci. 1996, 93, 9682-9686; Byk, G.; BDubertret, C.; Escriou, V.; Frederic, M.; Jaslin, G.;
Rangara, R.; Pitard, B.; Wils, P.; Schwartz, B.; Scherman, D. J. Med. Chem. 1998, 41, 224-235; Blessing, T.; Remy, J.
S.; Behr, J. P. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 8519-8520; Blessing, T.; Remy, J. S.; Behr, J. P. Proc. Nat. Acad. Sci.
1998, 95, 1427-1431; Schulze, U.; Schmidt, H.; Safinya, C. R. Bioconj. Chem. 1999, 10, 548-552; Bessodes, M.;
Dubertret, C.; Jaslin, G.; Scherman, D. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2000, 10, 1393-1395; Herscovici, J.; Egron, M. J.;
Quenot, A.; Leclercq, F.; Leforestier, N.; Mignet, N.; Wetzer, B.; Scherman, D. Org. Lett. 2001; Ren, T.; Liu, D.
Tetrahedron Lett. 1999, 40, 7621-7625; Tang, F.; Hughes, J. A. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1998, 242, 141-
145; Tang, F.; Hughes, J. A. Bioconjugate Chem. 1999, 10, 791-796; Wetzer, B.; Byk, G.; Frederic, M.; Airiau, M.;
Blanche, F.; Pitard, B.; Scherman, D. Biochemical J. 2001, 356, 747-756; Vierling, P.; Santaella, C.; Greiner, J. J.
Fluorine Chem. 2001, 107, 337-354; Jacopin, J.; Hofland, H.; Scherman, D.; Herscovici, J. J. Biomed. Chem. Lett.
2001, 11, 419-422; y Wang, J.; Guo, X.; Xu, Y.; Barron, L.; Szoka, F. C. J. Med. Chem. 1998, 41, 2207-2215.

En la Patente de Estados Unidos Num. 5.283.185 de Epand et al., los autores de la presente invencién describen
ejemplos adicionales de compuestos anfifilos que incluyen un vector sintético de colesterol catiénico, denominado
"DCcol". Los autores de la presente invencion describen, en la Patente de Estados Unidos NUm. 5.264.618, mas
compuestos catidnicos que facilitan el transporte de moléculas biolégicamente activas al interior de las células. Las
Patentes de Estados Unidos NUm. 6.169.078 y 6.153.434 de Hughes et al. divulgan un lipido catiénico que contiene
un enlace disulfuro para el suministro de genes. La Patente de Estados Unidos Num. 5.334.761 de Gebeyehu et al.
describe compuestos anfifilos catiénicos adicionales adecuados para el suministro intracelular de moléculas
biol6gicamente activas. La Patente de Estados Unidos Num. 6.110.490 de Thierry describe lipidos cationicos
adicionales para el suministro de genes. La Patente de Estados Unidos Num. 6.056.938 de Unger, et al. divulga
compuestos lipidicos catidnicos que contienen al menos dos grupos cationicos.

Los sistemas poliméricos para el suministro de genes son conocidos en la técnica. En la revisién de Han, se comentan
la mayoria de los sistemas de polimeros catiénicos comunes, incluidos PLL, poli(L-lisina); PEI, polietilenimina;
pDMEAMA, metacrilato de poli(2-dimetilamino)etilo; PLGA, poli(D,L-lactida-co-glicolido) y PVP (polivinilpirrolidona).
Véanse Garnett, M. C. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. 1999, 16, 147-207; Han, S.; Mahato, R. |.; Sung, Y. K.; Kim,
S. W. Molecular Therapy 2000, 2, 302-317; Zauner, W.; Ogris, M.; Wagner, E. Adv. Drug. Del. Rev. 1998, 30, 97-
113; Kabanov, A. V.; Kabanov, V. A. Bioconj. Chem. 1995, 6, 7-20; Lynn, D. M.; Anderson, D. G.; Putman, D.; Langer,
R. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 8155-8156; Boussif, O.; Lezoualc'h, F.; Zanta, M. A.; Mergny, M. D.; Scherman, D.;
Demeneix, B.; Behr, J. P. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, 92, 7297-7301; Choi, J. S.; Joo, D. K.; Kim, C. H.; Kim, K.;
Park, J. S. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 474-480; Putnam, D.; Langer, R. Macromolecules 1999, 32, 3658-
3662; Gonzalez, M. F.; Ruseckaite, R. A.; Cuadrado, T. R. Journal of Applied Polymer Science 1999, 71, 1223-
1230; Tang, M. X.; Redemann, C. T.; Szoka, F. C. In Vitro Gene Delivery by Degraded Polyamidoamine Dendrimers
Bioconjugate Chem. 1996, 7, 703-714; Kukowska-latallo, J. F.; Bielinska, A. U.; Johnson, J.; Spinder, R.; Tomalia, D.
A.; Baker, J. R. Proc. Nat. Acad. Sci. 1996, 93, 4897-4902; y Lim, Y.; Kim, S.; Lee, Y.; Lee, W.; Yang, T.; Lee, M.; Suh,
M.; Park, J. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 2460-2461.

A continuacién, se describen algunos ejemplos representativos de polimeros catidnicos bajo investigacién. Por
ejemplo, se han explorado los poli(beta-aminoésteres) y se ha demostrado que condensan el ADN plasmidico en
particulas solubles de ADN/polimero para el suministro de genes. Para acelerar el descubrimiento de vectores de
transfeccion sintéticos, Langer informé sobre la sintesis paralela y el escrutinio de una biblioteca de polimeros
cationicos. Wolfert describe vectores cationicos para terapia génica formados por autoensamblaje de ADN con
copolimeros catiénicos de bloques sintéticos. Haensler y Szoka describen el uso de polimeros dendriméricos
cationicos (dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM)) para el suministro de genes. Wang describe un polifosfoéster
cationico para el suministro de genes. Putnam describe un polimero catidnico que contiene imidazol para el suministro
de ADN. Véanse Lynn, D. M.; Langer, R. J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 10761-10768; Wolfert, M. A.; Schacht, E. H.;
Toncheva, V.; Ulbrich, K.; Nazarova, O.; Seymour, L. W. Hum. Gene Ther. 1996, 7, 2123-2133; Haensler, J.; Szoka,
F. Bioconj. Chem. 1993, 4, 372; y Wang, J.; Mao, H. Q.; Leong, KW. J. Am. Chem. Soc. 2001; Putnam, D.; Gentry, C.
A.; Pack, D. W.; Langer, R. Proc. Nat. Acad. Sci. 2001, 98, 1200-1205.

También se conocen varias patentes que describen polimeros catiénicos para el suministro de genes. Por ejemplo, la

Patente de Estados Unidos Num. 5.629.184 de Goldenberg et al. describe copolimeros cationicos de vinilamina y
alcohol vinilico para el suministro de oligonucleétidos. La Patente de Estados Unidos Nim. 5.714.166 de Tomalia, et
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al, divulga polimeros terminados en amina catiénica dendriticos para el suministro de genes. La Patente de Estados
Unidos Num. 5.919.442 de Yin et al. describe productos conjugados catiénicos de polimeros hiperramificados en
forma de peine para el suministro de genes. La Patente de Estados Unidos Num. 5.948.878 de Burgess et al. describe
polimeros catidnicos adicionales para la transfeccién de acidos nucleicos y el suministro de agentes bioactivos. La
Patente de Estados Unidos Num. 6.177.274 de Park et al. divulga un compuesto para el suministro de genes dirigido
que consiste en poli(L-lisina) (PLL) injertada con polietilenglicol (PEG) y un radical de direccionamiento , en donde al
menos una funcién amino libre de la PLL se sustituye con el radical de direccionamiento, y la PLL injertada contiene
al menos 50% de grupos funcionales amino libres no sustituidos. La Patente de Estados Unidos Num. 6.210.717 de
Choi et al. describe una micela polimérica mixta biodegradable utilizada para suministrar un &cido nucleico
seleccionado a una célula anfitriona elegida como diana que contiene un copolimero anfifilo de poliéster-polication y
un copolimero anfifilo de poliéster-azicar. La Patente de Estados Unidos Num. 6.267.987 de Park et al. divulga un
poli[acido alfa-(omega-aminoalquil)glicélico] cargado positivamente para el suministro de un agente bioactivo a través
de la absorcion tisular y celular. La Patente de Estados Unidos NUm. 6.200.956 de Scherman et al. describe una
composicion farmacéutica util para transfectar un acido nucleico que contiene un polipéptido catiénico.

Los sistemas de suministro de nanoparticulas adecuados para su uso en el suministro de las trampas descritas en el
presente documento se divulgan en el documento PCT/US2010/044209.

Ligandos de direccionamiento

Las composiciones pueden comprender adicionalmente un ligando de direccionamiento que esta asociado fisicamente
con el vector.

Por "ligando de direccionamiento" se entiende una molécula que dirige el vector o una molécula fisicamente asociada
a una célula o tejido elegidos como diana. Los ligandos de direccionamiento pueden incluir, pero sin limitarse a,
moléculas pequenas, péptidos, lipidos, azlucares, oligonucleétidos, hormonas, vitaminas, antigenos, anticuerpos o
fragmentos de los mismos, ligandos de receptores de membrana especificos, ligandos capaces de reaccionar con un
antiligando, péptidos fusogénicos, péptidos de localizacion nuclear o una combinacién de tales compuestos. Los
ejemplos no limitantes de ligandos de direccionamiento incluyen asialoglicoproteina, insulina, lipoproteina de baja
densidad (LDL), folato, derivados de benzamida y anticuerpos monoclonales y policlonales dirigidos contra moléculas
de la superficie celular. En algunas realizaciones, la molécula pequefia comprende un derivado de benzamida. En
algunas de estas realizaciones, el derivado de benzamida comprende anisamida.

Por "célula elegida como diana" se entiende la célula hacia la que un ligando de direccionamiento recluta una molécula
fisicamente asociada. El ligando de direccionamiento puede interactuar con uno o mas constituyentes de una célula
diana. La célula elegida como diana puede ser cualquier tipo de célula o estar en cualquier fase de desarrollo,
exhibiendo varios fenotipos y puede estar en varios estados patoldgicos (es decir, estados anormales y normales).
Por ejemplo, el ligando de direccionamiento se puede asociar con constituyentes normales, anormales y/o Unicos en
un microbio (es decir, una célula procariética (bacteria), virus, hongos, protozoos o parasitos) o en una célula
eucariotica (p. €j., células epiteliales, células musculares, células nerviosas, células sensoriales, células cancerosas,
células secretoras, células malignas, células eritroides y linfoides, células madre). Por lo tanto, el ligando de
direccionamiento se puede asociar con un constituyente en una célula diana que es un antigeno asociado a una
enfermedad que incluye, por ejemplo, antigenos asociados a tumores y antigenos asociados a enfermedades
autoinmunitarias. Tales antigenos asociados a enfermedades incluyen, por ejemplo, receptores de factores de
crecimiento, reguladores del ciclo celular, factores angiogénicos y factores de sefalizacion.

En algunas realizaciones, el ligando de direccionamiento interactia con una proteina de la superficie celular sobre la
célula elegida como diana. En algunas de estas realizaciones, el nivel de expresion de la proteina de la superficie
celular que es capaz de unirse al ligando de direccionamiento es mayor en la célula elegida como diana con relacién
a otras células. Por ejemplo, las células cancerosas expresan en exceso ciertas moléculas de la superficie celular,
tales como el receptor HER2 (cancer de mama) o el receptor sigma. En ciertas realizaciones en las que el ligando de
direccionamiento comprende un derivado de benzamida, tal como anisamida, el ligando de direccionamiento dirige la
molécula asociada a células que expresan en exceso el receptor sigma, que pueden incluir, pero sin limitarse a, células
cancerosas tales como carcinoma de pulmén de células pequefias y no pequefias, carcinoma renal, carcinoma de
colon, sarcoma, cancer de mama, melanoma, glioblastoma, neuroblastoma y cancer de préstata (Aydar, Palmer y
Djamgoz (2004) Cancer Res. 64:5029-5035).

Los términos "cancer" o "canceroso” se refieren a, o describen, el estado fisioldgico en los mamiferos que tipicamente
se caracteriza por un crecimiento celular no regulado. Como se emplea en el presente documento, "células
cancerosas" o "células tumorales" se refieren a las células que se caracterizan por este crecimiento celular no
regulado. El término "cancer" abarca todos los tipos de cancer, incluidos, pero sin limitarse a, todas las formas de
carcinomas, melanomas, sarcomas, linfomas y leucemias, incluidos, sin limitacién, carcinoma de vejiga, tumores
cerebrales, cancer de mama, cancer de cuello uterino, cancer colorrectal, cancer de eso6fago, cancer de endometrio,
carcinoma hepatocelular, cancer de laringe, cancer de pulmén, osteosarcoma, cancer de ovario, cancer de pancreas,
cancer de prostata, carcinoma renal y cancer de tiroides.

La célula elegida como diana es aquella que es susceptible de metastasis de un cancer distante. Como tal, la célula

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2907 486 T3

elegida como diana puede estar en cualquier 6rgano. En una realizacion particular, la célula elegida como diana es
una célula hepética.

El ligando de direccionamiento se puede asociar fisicamente a un vector. Como se emplea en el presente documento,
el término "asociado fisicamente" se refiere a una interaccion covalente o no covalente entre dos moléculas. Como se
emplea en el presente documento, los términos "enlace covalente" o "interaccion covalente" se refieren a un enlace
quimico, en donde dos atomos comparten un par de electrones. Se dice que dos moléculas estan unidas quimicamente
entre si cuando las moléculas tienen al menos un enlace quimico entre los atomos que forman las moléculas. Por lo
tanto, un enlace quimico entre dos moléculas se establece al compartir un par de electrones entre un atomo en una
molécula con un atomo en otra molécula. Por ejemplo, un ligando de direccionamiento se puede unir covalentemente
a un lipido de la invencién a través de uno de los atomos de nitrégeno o uno de los grupos R de los lipidos cationicos.
Un "producto conjugado” se refiere al complejo de moléculas que estan unidas covalentemente entre si. Por ejemplo,
el complejo de un lipido unido covalentemente a un ligando de direccionamiento se puede denominar producto
conjugado de lipido-ligando de direccionamiento.

Alternativamente, el ligando de direccionamiento se puede unir de forma no covalente a los lipidos de férmula (1) o
derivados activos de los mismos. Los "enlaces no covalentes" o las "interacciones no covalentes" no implican compartir
pares de electrones, sino que implican variaciones mas dispersas de interacciones electromagnéticas y pueden incluir
enlaces de hidroégeno, interacciones idnicas, interacciones de Van der Waals y enlaces hidréfobos. Tales productos
conjugados de lipido-ligando de direccionamiento se pueden obtener faciimente de acuerdo con técnicas ampliamente
descritas en la bibliografia.

Polinucledtido de interés

Se pretende que el término "polinucleétido” abarque un acido nucleico singular, asi como acidos nucleicos plurales, y
se refiere a una molécula o construccion de &cido nucleico, p. ej., ARN mensajero (ARNm), ADN plasmidico (ADNp)
o ARN de interferencia corto (ARNip). Un polinucleétido puede ser de hebra sencilla o de doble hebra, lineal o circular.
Un polinucleétido puede comprender un enlace fosfodiéster convencional o un enlace no convencional (p. €j., un
enlace amida, tal como el que se encuentra en los acidos peptidonucleicos (PNA)). El término "acido nucleico" se
refiere a uno 0 mas segmentos de &cido nucleico cualesquiera, p. €j., fragmentos de ADN o ARN, presentes en un
polinucleétido. El término "polinucledtido” puede referirse a un acido nucleico o polinucleétido aislado, en donde por
acido nucleico o polinucleétido "aislado" se entiende una molécula de acido nucleico, ADN o ARN, que se ha eliminado
de su entorno nativo. Los ejemplos de un polinucleétido aislado incluyen polinucleétidos recombinantes mantenidos
en células anfitrionas heterdlogas o polinucleétidos purificados (parcial o sustancialmente) en solucién. Los
polinucleétidos o acidos nucleicos aislados segln la presente invencion incluyen adicionalmente tales moléculas
producidas sintéticamente. Los polinucleétidos aislados también pueden incluir vectores de expresion aislados,
construcciones de expresion o poblaciones de los mismos. "Polinucleétido” también puede referirse a productos
amplificados a partir de si mismo, como en una reaccion en cadena de la polimerasa. El "polinucle6tido” puede
contener acidos nucleicos modificados, tales como fosforotioato, fosfato, derivados modificados con atomos anulares
y similares. El "polinucle6tido" puede ser un polinucleétido natural (es decir, uno que existe en la naturaleza sin
intervencion humana) o un polinucleétido recombinante (es decir, uno que existe solo con intervencién humana).
Mientras que los términos "polinucleétido” y "oligonucleétido” se refieren ambos a un polimero de nucleétidos, como
se emplea en el presente documento, un oligonucleétido tiene tipicamente menos de 100 nucleétidos de longitud.

Como se emplea en el presente documento, el término "polinucleétido de interés" se refiere a un polinucleétido que
se va a suministrar a una célula para provocar un efecto deseado en la célula (p. ej., un efecto terapéutico, un cambio
en la expresién génica). Un polinucleétido de interés puede tener cualquier longitud y puede incluir, pero sin limitarse
a, un polinucleétido que comprende una secuencia codificante para un polipéptido de interés. En ciertas realizaciones,
cuando el polinucledtido se expresa o se introduce en una célula, el polinucleétido de interés o el polipéptido codificado
de ese modo tiene actividad terapéutica.

i. Polinucleétidos que codifican polipéptidos

En algunas realizaciones, los sistemas de suministro de polinucleétidos comprenden un polinucleétido que comprende
una secuencia codificante para un polipéptido de interés.

Para los fines de la presente invencién, una "secuencia codificante de un polipéptido de interés" o "region codificante
de un polipéptido de interés" se refiere a la secuencia polinucleotidica que codifica ese polipéptido. Como se emplea
en el presente documento, los términos "codificante” o "codificado" cuando se utilizan en el contexto de un &cido
nucleico especifico significan que el &cido nucleico comprende la informacion requerida para dirigir la traduccién de la
secuencia de nucleodtidos a un polipéptido especifico. La informacion por la que se codifica un polipéptido se especifica
mediante el uso de codones. La "region codificante” o "secuencia codificante" es la porcién del acido nucleico que
consiste en codones que se pueden traducir a aminoacidos. Aunque un "codén de parada” o "coddn de terminacion
de la traduccion" (TAG, TGA o TAA) no se traduce a un aminoacido, se puede considerar que forma parte de una
region codificante. Asimismo, un codén de iniciacién de la transcripcion (ATG) puede o no considerarse parte de una
region codificante. Sin embargo, cualquier secuencia que flanquee la region codificante, por ejemplo, promotores,
sitios de unién a ribosomas, terminadores transcripcionales, intrones y similares, no se considera parte de la region
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codificante. En algunas realizaciones, sin embargo, aunque no se considera parte de la region codificante per se, estas
secuencias reguladoras y cualquier otra secuencia reguladora, en particular las secuencias sefial o las secuencias
que codifican una etiqueta peptidica, pueden ser parte de la secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido de
interés. Por lo tanto, una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido de interés comprende la secuencia
codificante y, opcionalmente, cualquier secuencia que flanquee la regién codificante que contribuya a la expresién,
secrecién y/o aislamiento del polipéptido de interés.

El término "expresion" tiene su significado tal como se entiende en la técnica y se refiere al proceso de conversion de
la informacidn genética codificada en un gen o una secuencia codificante en ARN (p. ej., ARNm, ARNr, ARNt o ARNsn)
mediante la "transcripcion” de un polinucledétido (p. €j., a través de la accion enzimatica de una ARN polimerasa), y
para polinucleétidos que codifican polipéptidos, a un polipéptido a través de la "traduccion” de ARNm. Por lo tanto, un
"producto de expresién" es, en general, un ARN transcrito a partir del gen (p. €j., antes o después del procesamiento)
o un polinucleétido o un polipéptido codificados por un ARN transcrito a partir del gen (p. €j., ya sea antes o después
de la modificacion).

Como se emplea en el presente documento, se pretende que los términos "polipéptido" o "proteina" abarquen un
"polipéptido” en singular, asi como "polipéptidos" en plural, y se refieren a una molécula compuesta de monémeros
(aminoacidos) conectados linealmente por enlaces amida (también conocidos como enlaces peptidicos). El término
"polipéptido" se refiere a cualquier cadena o cadenas de dos 0 mas aminoacidos y no se refiere a una longitud
especifica del producto. Asi, péptidos, dipéptidos, tripéptidos, oligopéptidos, "proteina”, "cadena de aminoacidos” o
cualquier otro término utilizado para referirse a una cadena o cadenas de dos o mas aminodcidos, se incluyen dentro
de la definicién de "polipéptido”, y el término "polipéptido" se puede utilizar en lugar de, o indistintamente con,
cualquiera de estos términos.

El término "polipéptido de interés" se refiere a un polipéptido que se va a suministrar a una célula o esta codificado
por un polinucleétido que se va a suministrar a una célula para provocar un efecto deseado en la célula (p. €j., un
efecto terapéutico). El polipéptido de interés puede ser de cualquier especie y de cualquier tamano.

La amplia informacion de secuencias necesaria para la genética molecular y las técnicas de ingenieria genética esta
ampliamente disponible publicamente. El acceso a secuencias de nucleétidos completas de genes, secuencias de
ADNC, secuencias de aminoacidos y genomas de mamiferos y seres humanos se puede obtener de GenBank en el
sitio web www.ncbi.nim.nih.gov/Entrez. También se puede obtener informacién adicional de GeneCards, una
enciclopedia electronica que integra informacién sobre genes y sus productos y aplicaciones biomédicas del Instituto
Weizmann de Ciencias del Genoma y Bioinformatica (bioinformatics.weizmann.ac.il/cards), también se puede obtener
informacién de secuencias de nucleétidos de la base de datos de secuencias de nucledtidos de EMBL
(www.ebi.ac.uk/embl) o del banco de datos de ADN de Japédn (DDBJ, www.ddbi.nig.ac.jp). Otros sitios de informacion
sobre secuencias de aminoacidos incluyen el sitio web de recursos de informacion sobre proteinas de Georgetown
(www.pir.georgetown.edu) y Swiss-Prot (au.expasy.org/sprot/sprot-top.html).

Como se comento anteriormente, las composiciones de la invencion pueden comprender material genético, tal como
un polinucledtido de interés, p. ej., ADNp (ADN plasmidico), que cuando se transcribe produce una trampa. En tales
realizaciones, el material genético puede ser parte de un casete de expresién. Ademads, los polinucleétidos
comprenden una secuencia codificante que se encuentra en un casete de expresion.

Los términos "introduccién" o "introducir" cuando se refieren a un polinucleétido se refieren a la presentacion del
polinucleétido a una célula de tal manera que el polinucleétido obtiene acceso a la region intracelular de la célula.

El casete de expresion comprende una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas sobre la base de las células
que se utilizaran para la expresién, conectadas operablemente a un polipéptido de interés. Se pretende que "conectado
operablemente" signifigue que la secuencia de nucleétidos de interés (es decir, una secuencia codificante para un
polipéptido de interés) esta conectada a la secuencia o las secuencias reguladoras de una manera que permite la
expresion de la secuencia de nucleétidos (p. €j., en un sistema de transcripcion/traduccion in vitro o en una célula
cuando el casete de expresion o vector se introducen en una célula). Las "secuencias reguladoras" incluyen
promotores, potenciadores y otros elementos de control de la expresién (p. ej., sefiales de poliadenilacion). Véase,
por ejemplo, Goeddel (1990) en Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185 (Academic Press, San
Diego, California). Las secuencias reguladoras incluyen aquellas que dirigen la expresion constitutiva de una
secuencia de nucleétidos en muchos tipos de células anfitrionas y aquellas que dirigen la expresién de la secuencia
de nucledtidos solo en ciertas células anfitrionas (p. €j., secuencias reguladoras especificas de tejido). Los expertos
en la técnica apreciaran que el disefio del casete de expresion puede depender de factores tales como la eleccion de
la célula anfitriona que se debe transformar, el nivel de expresién del elemento silenciador o polipéptido de interés
deseado, y similares. Tales casetes de expresion incluyen tipicamente uno o mas sitios para enzimas de restriccion
situados apropiadamente, para facilitar la introduccion del acido nucleico en un vector.

Se apreciara adicionalmente que los elementos promotores y/o reguladores apropiados se pueden seleccionar
facilmente para permitir la expresion de las unidades de transcripcién/elementos silenciadores relevantes en la célula
de interés. En ciertas realizaciones, el promotor utilizado para dirigir la expresion intracelular de un elemento
silenciador es un promotor de la ARN polimerasa Il (Pol Ill). Las referencias que analizan varios promotores de Pol llI
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incluyen, por ejemplo, Yu et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci. 99(9), 6047-6052; Sui et al. (2002) Proc. Natl. Acad. Sci.
99(8), 5515-5520 (2002); Paddison et al. (2002) Genes and Dev. 16, 948-958; Brummelkamp et al. (2002) Science
296, 550-553; Miyagashi (2002) Biotech. 20, 497-500; Paul et al. (2002) Nat. Biotech. 20, 505-508; Tuschl et al. (2002)
Nat. Biotech. 20, 446-448. De acuerdo con otras realizaciones, se puede utilizar un promotor para la ARN polimerasa
I, p. €j., un promotor de ARNt. Véanse McCown et al. (2003) Virology 313(2):514-24; Kawasaki (2003) Nucleic Acids
Res. 31 (2):700-7. En algunas realizaciones en las que el polinucleétido comprende una secuencia codificante para
un polipéptido de interés, se puede utilizar un promotor para la ARN polimerasa Il.

Las secuencias reguladoras también pueden ser proporcionadas por elementos reguladores virales. Por ejemplo, los
promotores comunmente utilizados se obtienen a partir de polioma, Adenovirus 2, citomegalovirus y Virus de Simio
40. Para otros sistemas de expresién adecuados para células procariéticas y eucaridticas, véanse los capitulos 16 y
17 de Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Plainview, Nueva York)). Véase, Goeddel (1990) en Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185
(Academic Press, San Diego, California).

La transcripcion in vitro se puede realizar utilizando una variedad de sistemas disponibles que incluyen los sistemas
de promotor/polimerasa T7, SP6 y T3 (p. €j., los disponibles comercialmente de Promega, Clontech, New England
Biolabs y similares). Los vectores que incluyen el promotor T7, SP6 o T3 son bien conocidos en la técnica y se pueden
modificar facilmente para dirigir la transcripcién de elementos silenciadores.

PEGilacion

La PEGilacion del vector mejora la semivida en circulacion del sistema de suministro al reducir el aclaramiento del
vector por el sistema reticuloendotelial (RES). Si bien no esta sujeto a ninguna teoria 0 mecanismo de accion en
particular, se cree que un vector PEGilado puede evadir el sistema RES bloqueando estéricamente la opsonizacion
de las particulas (Owens y Peppas (2006) Int J Pharm 307: 93-102). Para proporcionar suficiente impedimento estérico
para evitar la opsonizacion, la superficie exterior del vector debe estar completamente cubierta por moléculas de PEG
en la configuracién de "cepillo". Con una cobertura de superficie baja, las cadenas de PEG tendran tipicamente una
configuracién de "hongo", en donde las moléculas de PEG se ubicaran mas cerca de la superficie del vehiculo lipidico.
En la configuracion de "cepillo", las moléculas de PEG se extienden més lejos de la superficie de la particula,
mejorando el efecto de impedimento estérico. Sin embargo, el hacinamiento de PEG en la superficie puede disminuir
la movilidad de las cadenas de polimero y, por lo tanto, disminuir el efecto de impedimento estérico (Owens y Peppas
(2006) Int J Pharm 307: 93-102). La conformacion de PEG depende de la densidad superficial y la masa molecular del
PEG sobre la superficie del vector. El factor de control es la distancia entre las cadenas PEG sobre la superficie del
vehiculo (D) con respecto a su dimensién de Flory, R, que se define como aN®? en donde a es la longitud de
persistencia del mondémero, y N es el nimero de unidades de monémero en el PEG (Nicolas et al. (2000) Biochim
Biophys Acta 1463:167-178). Se pueden definir tres regimenes: (1) cuando D>2 Re (hongos interdigitados); (2) cuando
D<2 Rr (hongos); y (3) cuando D<Re (cepillos) (Nicolas et al.).

Composiciones farmacéuticas

Los lipidos y los sistemas de suministro de la invencion son Utiles en sistemas de cultivo de tejidos de mamiferos, en
estudios con animales y con fines terapéuticos. En aplicaciones terapéuticas se pueden utilizar lipidos catiénicos
citotoxicos de formula (1), y sistemas de suministro que comprenden un lipido catiénico de férmula (1), en donde los
lipidos cationicos de formula (1) tienen actividad citotoxica, sistemas de suministro que comprenden un lipido catiénico
de férmula (1), en donde el compuesto bioactivo tiene actividad terapéutica, y sistemas de suministro que comprenden
un lipido catidnico citotoxico de férmula (l) y un compuesto bioactivo con actividad terapéutica. Por lo tanto, el objeto
de estudio de la presente descripcion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden lipidos catidnicos
citotoxicos de formula (I) o sistemas de suministro que comprenden lipidos catiénicos de férmula ().

Las composiciones divulgadas en el presente documento se pueden formular para el suministro, es decir, la
administracion al sujeto, por cualquier via disponible que incluye, entre otras, las vias parenteral (p. €j., intravenosa),
intradérmica, subcutanea, oral, nasal, bronquial, oftalmica, transdérmica (tépica), transmucosa, rectal y vaginal. En
algunas realizaciones, la via de suministro es intravenosa, parenteral, transmucosa, nasal, bronquial, vaginal y oral.

Las composiciones se pueden formular como una sal farmacéuticamente aceptable. La frase "sal o sales
farmacéuticamente aceptables”, como se emplea en el presente documento, significa aquellas sales de los
compuestos divulgados en el presente documento que son seguras y eficaces para su uso en un sujeto y que poseen
la actividad biolégica deseada. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de grupos acidos o alcalinos
presentes en los compuestos de la invencion. Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero sin limitarse a, sales hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, nitrato, sulfato, bisulfato, fosfato, fosfato acido,
borato, isonicotinato, acetato, lactato, salicilato, citrato, tartrato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato, maleato,
gentisinato, fumarato, gluconato, glucaronato, sacarato, formiato, benzoato, glutamato, metanosulfonato,
etanosulfonato, bencensulfonato, p-toluenosulfonato, pamoato (es decir, 1,1'-metilen-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)),
mesilato. Algunos de los compuestos divulgados en el presente documento pueden formar sales farmacéuticamente
aceptables con varios aminoacidos. Las sales alcalinas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, sales de aluminio,
calcio, litio, magnesio, potasio, sodio, zinc y dietanolamina. Para una revision de las sales farmacéuticamente
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aceptables véase Bergé et al. (1977) J. Pharm. Sci. 66:1-19. Las sales de los lipidos descritos en el presente
documento se pueden preparar, por ejemplo, haciendo reaccionar el equivalente apropiado del compuesto con el &cido
o la base deseados en solucion. Una vez completada la reaccion, las sales se cristalizan a partir de la solucion
mediante la adicion de una cantidad adecuada de disolvente en el que la sal es insoluble.

Como se emplea en el presente documento, el término "portador farmacéuticamente aceptable” incluye disolventes,
medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos y retardadores de la
absorcion, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica o cosmética. También se pueden incorporar a
las composiciones compuestos activos complementarios.

Como apreciaria un experto normal en la técnica, una composicion farmacéutica divulgada en el presente documento
se formula para que sea compatible con su via de administracion prevista. Las soluciones o suspensiones utilizadas
para aplicacién parenteral (p. €j., intravenosa), intramuscular, intradérmica o subcutanea pueden incluir los siguientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyectables, solucién salina, aceites fijados, polietilenglicoles,
glicerina, propilenglicol u otros disolventes; agentes antibacterianos, tales como alcohol bencilico o metilparabenos;
antioxidantes, tales como &cido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes, tales como &cido
etilendiaminotetraacético; tampones, tales como acetatos, citratos o fosfatos; y agentes para el ajuste de la tonicidad,
tales como cloruro de sodio o dextrosa. El pH se puede ajustar con &cidos o bases, tales como &cido clorhidrico o
hidroxido de sodio. La preparacion parenteral se puede incluir en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis
multiples preparados a partir de vidrio o plastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen tipicamente soluciones acuosas estériles
(cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los portadores adecuados incluyen solucién
salina fisioldgica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucion salina tamponada con
fosfato (PBS). La composicion debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facil jeringabilidad. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas son estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento y deben conservarse frente a la accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y
hongos. En general, el portador relevante puede ser un disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo,
agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares) y mezclas adecuadas de
los mismos. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula requerido en el caso de la dispersiéon y mediante el uso
de tensioactivos. La prevencién de la accion de los microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes
antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal y similares. En
algunas realizaciones, se incluyen en la formulacion agentes isotonicos, por ejemplo, azicares, polialcoholes, tales
como manitol o sorbitol, o cloruro de sodio. La absorcidon prolongada de la formulacién inyectable se puede lograr
incluyendo en la formulacion un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo (p. €j., lipido catiénico
citotoxico de férmula (1) o un sistema de suministro que comprende un lipido catiénico de formula (1)) en la cantidad
requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun
sea necesario, seguido de esterilizacién por filtracion. En ciertas realizaciones, las soluciones para inyeccién estan
libres de endotoxinas. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo a un vehiculo
estéril que contiene un medio de dispersion alcalino y los demas ingredientes requeridos entre los enumerados
anteriormente. En aquellas realizaciones en las que se utilizan polvos estériles para la preparacién de soluciones
inyectables estériles, las soluciones se pueden preparar mediante secado a vacio y liofilizacién, lo que produce un
polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién previamente filtrada
de forma estéril.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un portador comestible. Para el propésito de la
administracion terapéutica oral, el compuesto activo se puede incorporar con excipientes y utilizar en forma de tabletas,
trociscos o capsulas, p. €j., capsulas de gelatina. Las composiciones orales también se pueden preparar utilizando un
portador fluido para su uso como enjuague bucal. Los agentes aglutinantes farmacéutica o cosméticamente
compatibles y/o los materiales adyuvantes se pueden incluir como parte de la composicion. Los comprimidos, pildoras,
capsulas, trociscos y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes 0 compuestos de naturaleza
similar: un aglutinante, tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente, tal como
almiddn o lactosa, un agente disgregante, tal como &cido alginico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante, tal como
estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante, tal como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante, tal como
sacarosa o0 sacarina; o un agente aromatizante, tal como menta, salicilato de metilo o aroma de naranja. Las
composiciones para administracion oral pueden incorporar ventajosamente agentes para mejorar la estabilidad dentro
del tracto gastrointestinal y/o para mejorar la absorcion.

Para la administracion mediante inhalacién, las composiciones divulgadas en el presente documento se pueden
suministrar en forma de pulverizacién en aerosol desde un recipiente o dispensador a presion que contiene un
propelente adecuado, p. €j., un gas tal como diéxido de carbono o un nebulizador. También se pueden utilizar
aerosoles liquidos, polvos secos y similares.
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La administracion sistémica de las composiciones divulgadas en el presente documento también puede ser por medios
transmucosos o transdérmicos. Para la administraciéon transmucosa o transdérmica, en la formulacién se utilizan
penetrantes apropiados para la barrera que se deba atravesar. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la
técnica e incluyen, por ejemplo, para administracién transmucosa, detergentes, sales biliares y derivados del acido
fusidico. La administracion transmucosa se puede lograr mediante el uso de aerosoles nasales o supositorios. Para la
administracion transdérmica, los compuestos activos se formulan en pomadas, unglientos, geles o cremas como se
conoce generalmente en la técnica.

Las composiciones descritas en el presente documento también se pueden preparar en forma de supositorios (p. €j.,
con bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o enemas de retencién
para suministro rectal.

Es ventajoso formular composiciones orales o parenterales en forma de unidades de dosificacion para facilitar la
administracion y uniformidad de la dosificacion. Forma unitaria de dosificacion como se emplea en el presente
documento se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas para como dosificaciones unitarias para el sujeto
que se vaya a tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para
producir el efecto terapéutico deseado asociada con el portador farmacéutico o cosmético requerido. Las
especificaciones para las formas unitarias de dosificacion de la invencion estan dictadas por, y dependen directamente
de, (a) las caracteristicas unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se deba lograr, y (b) las
limitaciones inherentes en la técnica de preparar tal compuesto activo para el tratamiento de individuos. En otra parte
del presente documento se proporciona orientacion sobre la dosificacion.

Como se emplea en el presente documento, cuando se hace referencia a las composiciones descritas en el presente
documento, se entiende que la "actividad terapéutica" es aquella capaz de provocar un efecto farmacolégico y/o
fisiolégico deseado cuando se administra a un sujeto que lo necesita.

Como se emplean en el presente documento, los términos "tratamiento" o "prevencion” se refieren a la obtencion de
un efecto farmacoldgico y/o fisioldégico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de prevencion total o
parcial de una infeccién o enfermedad particulares o signo o sintoma de las mismas y/o puede ser terapéutico en
términos de una cura parcial o completa de una infeccién o enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la infeccion o
enfermedad. En consecuencia, el método "previene" (es decir, retrasa o inhibe) y/o "reduce" (es decir, disminuye,
retarda 0 mejora) los efectos perjudiciales de una enfermedad o trastorno en el sujeto que recibe las composiciones
de la invencién. El sujeto puede ser cualquier animal, incluido un mamifero, tal como un ser humano, e incluidos, pero
sin limitarse de ningln modo a, animales domésticos, tales como sujetos felinos o caninos, animales de granja, como,
pero sin limitarse a, sujetos bovinos, equinos, caprinos , ovinos y porcinos, animales salvajes (ya sea en libertad o en
un zooldgico), animales de investigacion, tales como ratones, ratas, conejos, cabras, ovejas, cerdos, perros, gatos,
etc., especies de aves, tales como pollos, pavos, pajaros cantores, etc., es decir, para uso médico veterinario.

Cualquier tipo de afeccion no deseada o enfermedad se puede tratar terapéuticamente con las composiciones
divulgadas en el presente documento. En algunas realizaciones, la enfermedad o afecciéon no deseada que se va a
tratar es un cancer. Como se describe en otra parte del presente documento, el término "cancer" abarca cualquier tipo
de crecimiento celular no regulado e incluye todas las formas de cancer. En algunas realizaciones, el cancer que se
debe tratar es un cancer colorrectal. Los métodos para detectar la inhibicion del crecimiento o progresién del cancer
son conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, medir el tamafo del tumor primario para detectar una
reduccion en su tamanio, un retraso en la aparicion de tumores secundarios, una ralentizacién del desarrollo de tumores
secundarios, una disminucién de la aparicion de tumores secundarios y una ralentizacion o disminucién de la gravedad
de los efectos secundarios de la enfermedad.

Un experto en la técnica entendera que la administracién de las composiciones descritas en el presente documento
se puede utilizar sola o junto con otras modalidades terapéuticas, incluidas, entre otras, terapia quirdrgica, radioterapia
o tratamiento con cualquier tipo de agente terapéutico, tal como un farmaco. En aquellas realizaciones en las que el
sujeto padece cancer, las composiciones descritas en el presente documento se pueden suministrar combinadas con
cualquier agente quimioterapéutico bien conocido en la técnica.

En algunas realizaciones, el compuesto bioactivo citotéxico y las composiciones descritas en el presente documento
se pueden administrar simultdneamente al sujeto, donde el compuesto bioactivo citotéxico y las composiciones
descritas en el presente documento estan presentes en una sola composicion que se administra al sujeto.
Alternativamente, en otras realizaciones, el compuesto bioactivo citotdéxico y las composiciones descritas en el
presente documento se administran secuencialmente en composiciones separadas. Por "secuencialmente" se
entiende que las dos composiciones se administran una después de la otra al sujeto, con dos administraciones
separadas de dos composiciones distintas, en donde una composicion comprende el compuesto bioactivo citotoxico
y la otra composicion comprende las composiciones descritas en el presente documento.

Cuando se administran a un sujeto que lo necesita, las composiciones descritas en el presente documento pueden
comprender adicionalmente un ligando de direccionamiento, como se analiza en otro lugar del presente documento.
En estas realizaciones, el ligando de direccionamiento dirigira el ligando o complejo asociado fisicamente a una célula
o tejido elegido como diana dentro del sujeto. En algunas realizaciones, el sistema de suministro dirigido es citotoxico.
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En ciertas realizaciones, la célula o el tejido elegidos como diana estaran enfermos o se caracterizaran por la afecciéon
no deseada.

Dosificacion

El suministro de una cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones descritas en el presente documento se
puede obtener mediante la administracion de una composicién farmacéutica que comprende una dosis terapéuticamente
eficaz de este agente. Por "cantidad terapéuticamente eficaz" o "dosis" se entiende la concentracion de las composiciones
descritas en el presente documento que es suficiente para provocar el efecto terapéutico deseado.

Como se emplea en el presente documento, "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para lograr resultados clinicos
o bioquimicos beneficiosos o deseados. Una cantidad eficaz se puede administrar una 0 mas veces.

La cantidad eficaz de las composiciones descritas en el presente documento variara segun el peso, el sexo, la edad y
el historial médico del sujeto. Otros factores que influyen en la cantidad eficaz pueden incluir, pero sin limitarse a, la
gravedad de la afeccién del sujeto, el trastorno que se esta tratando y, si se desea, el agente terapéutico adyuvante
que se administra junto con el lipido o el complejo que contiene lipidos. Los métodos para determinar la eficacia y la
dosificacién son conocidos por los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Isselbacher et al. (1996) Harrison's
Principles of Internal Medicine 132 ed., 1814-1882.

La composicidon farmacéutica se puede administrar a varios intervalos y durante diferentes periodos de tiempo segun
se requiera, p. €j., varias veces al dia, diariamente, cada dos dias, una vez a la semana durante aproximadamente 1
a 10 semanas, entre 2 a 8 semanas, entre aproximadamente 3 a 7 semanas, aproximadamente 4, 5 0 6 semanas, y
similares. El experto en la técnica apreciard que ciertos factores pueden influir en la dosificacién y el momento
necesarios para tratar eficazmente a un sujeto, incluidos, pero sin limitarse a, la gravedad de la enfermedad, el
trastorno o la afeccién no deseada, los tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto, y otras
enfermedades o afecciones no deseadas presentes. Generalmente, el tratamiento de un sujeto puede incluir un solo
tratamiento o, en muchos casos, puede incluir una serie de tratamientos.

Debe entenderse que las dosis apropiadas de las composiciones descritas en el presente documento dependen de su
potencia y se pueden adaptar opcionalmente al receptor particular, por ejemplo, mediante la administracion de dosis
crecientes hasta que se logre una respuesta deseada preseleccionada. Se entiende que el nivel de dosis especifico
para cualquier sujeto animal en particular puede depender de una variedad de factores que incluyen la actividad de
las composiciones especificas descritas en el presente documento empleadas, la edad, el peso corporal, la salud
general, el sexo y la dieta del sujeto, el tiempo de administracion, la via de administracién, la velocidad de excrecién,
cualquier combinacién de farmacos y el grado de expresion o actividad que se deba modular.

En otra realizacién de la invencion, se administra de forma intermitente una dosis terapéuticamente eficaz de las
composiciones descritas en el presente documento. Por "administracion intermitente” se entiende la administracion de
una dosis terapéuticamente eficaz de las composiciones descritas en el presente documento, seguida de un periodo
de interrupcion, que a continuacién esté seguido por otra administracion de una dosis terapéuticamente eficaz, y asi
sucesivamente. La administracion de la dosis terapéuticamente eficaz se puede lograr de manera continua, como por
ejemplo con una formulacién de liberacién sostenida, o se puede lograr de acuerdo con un régimen de dosificacion
diario deseado, como por ejemplo con una, dos, tres 0 mas administraciones por dia. Por "periodo de tiempo de
interrupcion" se entiende la interrupcién de la administracién de liberacién sostenida continua o diaria de las
composiciones descritas en el presente documento. El periodo de tiempo de interrupcion puede ser mas largo o mas
corto que el periodo de administracion de liberacion sostenida continua o diaria. Durante el periodo de tiempo de
interrupcion, el nivel del efecto de las composiciones descritas en el presente documento en el tejido relevante esta
sustancialmente por debajo del nivel maximo obtenido durante el tratamiento. En algunas realizaciones, el periodo de
interrupcion depende de la concentracion de la dosis eficaz. El periodo de interrupcion puede ser de al menos 2 dias,
al menos 4 dias o al menos 1 semana. En otras realizaciones, el periodo de interrupcion es de al menos 1 mes, 2
meses, 3 meses, 4 meses 0 mas. Cuando se utiliza una formulacion de liberacion sostenida, el periodo de interrupcién
se debe extender para tener en cuenta el mayor tiempo de residencia de las composiciones descritas en el presente
documento en el sitio terapéutico. Alternativamente, la frecuencia de administracion de la dosis eficaz de la formulacion
de liberacion sostenida se puede disminuir en consecuencia. Un programa intermitente de administracion de las
composiciones descritas en el presente documento puede continuar hasta que se logre el efecto terapéutico deseado
y, finalmente, se logre el tratamiento de la enfermedad o afeccion no deseada.

Un experto con un conocimiento practico normal de la técnica tras la revisién del objeto de estudio divulgado en el
presente documento apreciaria que las composiciones divulgadas actualmente, incluidas las sales farmacéuticamente
aceptables y las composiciones farmacéuticas de las mismas, se pueden administrar directamente a una célula, un
cultivo celular, un medio de cultivo celular, un tejido, un cultivo de tejido, un medio de cultivo de tejido y similares.
Cuando se hace referencia a las composiciones descritas en el presente documento, el término "administrar" y sus
derivados comprenden cualquier método que permita que el compuesto entre en contacto con una célula. Las
composiciones divulgadas en el presente documento, o las sales farmacéuticamente aceptables o las composiciones
farmacéuticas de las mismas, se pueden administrar (o poner en contacto con) una célula o un tejido in vitro o ex vivo.
Las composiciones divulgadas en el presente documento, o las sales farmacéuticamente aceptables o las
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composiciones farmacéuticas de las mismas, también se pueden administrar (0 poner en contacto con) una célula o
un tejido in vivo mediante administracion a un sujeto individual, p. ej., un paciente, por ejemplo, mediante
administracion sistémica (p. €j., administracion intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subdérmica o intracraneal)
o aplicacion topica, como se describe en otra parte del presente documento.

IV. Articulos de fabricacion

El articulo de fabricacién puede incluir un vial u otro recipiente que contenga una composicién adecuada para el
presente método junto con cualquier portador, ya sea seco o en forma liquida. El articulo de fabricacion incluye
adicionalmente instrucciones en forma de etiqueta en el envase y/o en forma de prospecto incluido en una caja en la
que se empaqueta el envase, para llevar a cabo el método de la invencion. Las instrucciones también se pueden
imprimir en la caja en la que se empaqueta el vial. Las instrucciones contienen informacion tal como informacién de
dosificacién suficiente y administracion para permitir que el sujeto o un trabajador en el sector administre la
composiciéon farmacéutica. Se prevé que un trabajador en el sector incluya a cualquier médico, enfermera, técnico,
conyuge u otro cuidador que pueda administrar la composicién. La composicién farmacéutica también puede ser
autoadministrada por el sujeto.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién y no a modo de limitacion.
Ejemplos

El desarrollo y uso de un modelo animal ortotdpico singénico de metastasis colorrectal en el higado confiable ha
permitido una mayor investigacion sobre el papel de CXCL12 en la conduccién de la formacion de metastasis
colorrectal en el higado. Este modelo, referido por primera vez por Zhang et al., involucra células CT-26 FL3 (2,0 x
108) que son inoculadas en la pared del ciego y producen una alta incidencia de metastasis en el higado (~90%)
(Zhang, Y., et al., Development and Characterization of a Reliable Mouse Model of Colorectal Cancer Metastasis to
the Liver. Clin Exp Metastasis, 30(7), 2013). A través del establecimiento de una linea celular CT-26 FL3 (que expresa
establemente los genes marcadores RFP/Luc), se utilizé el analisis bioluminiscente de luciferasa para demostrar que
la inyeccion intravenosa (IV) de nanoparticulas de galactosa-PEG-LCP suministra ADNp que codifica una pequefa
proteina trampa (28,6 kD) contra CXCL12/SDF-1 con dominio de unién de anticuerpo modificado genéticamente
prepara al higado para resistir las lesiones metastéasicas.

Materiales y métodos
1. Materiales

Se adquirio 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina-N-[succinil(polietilenglicol)-2000]-N-hidroxisuccinimida
(DSPE-PEG2000-N-hidroxil succinimida (NHS)) de NOF Corporation (Tokio, Japén). Se adquirié '77LuCls radiactivo
en HCI 0,05 N de PerkinElmer, Inc. y se utilizé inmediatamente después de su recepcion. Se sintetiz6 DSPE-PEG2000-
galactosa mediante la conjugacién de 10 eq. de 4-aminofenil B-d-galactopiranésido y 1 eq. de DSPE-PEG2000-NHS
en tampdn PBS, seguido de extraccion con cloroformo y didlisis contra agua utilizando un tubo de dialisis MWCO 1000.
Todos los demas lipidos se adquirieron de Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL). Los péptidos se adquirieron de
Elim Biopharmaceuticals, Inc. (Hayward, CA); monociclico abreviado como mc. La tincion de acido nucleico de Hoechst
3342 se adquiri6 de ThermoFischer Scientific (Grand Island, NY). El kit de marcaje de ADNc de Cy3 fluorescente se
adquiri6 mediante (kit Mirus LabellT, Mirus Bio, Madison, WI). La luciferina se adquiri6 de Promega Corporation
(Madison, WI). Los plasmidos que codifican la proteina fluorescente verde (GFP) bajo el control del promotor de
citomegalovirus (CMV) fueron preparados a medida por Bayou Biolabs (Harahan, LA). Los kits de ELISA, IF e IHC, asi
como todos los anticuerpos, incluidos anti-His-tag, anti-CXCL12 y anti-CD8, asi como los anticuerpos secundarios, se
adquirieron a través de Abcam (Cambridge, MA). Los kits de ensayo de Invasion y Migracién se adquirieron a través
de EMD Millipore, (Billerica, MA). Todos los demas productos quimicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
y se utilizaron sin purificacion adicional. Se adquirieron ratones hembra BALB/c de seis semanas de edad (~18 g cada
uno) de Charles River Laboratories (Wilmington, MA).

2. Métodos

Supresion in vitro de la migracion y la invasion a través de la proteina trampa contra CXCL12: La proteina modificada
genéticamente (trampa contra CXCL12) se probé para determinar su capacidad para suprimir la migracién e invasion
de CT-26 FL3. Se utiliz6 el ensayo de migracion celular de 96 pocillos por quimiotaxis y de invasién celular de 24
pocillos (EMD Millipore, Billerica, MA). Las células se privaron de alimento durante 24 h y se sembraron en placas
Transwell a una densidad de 0,5 X108 células/ml en medio libre de suero. Un grupo de células permanecié en medio
sin suero, mientras que todos los demas grupos permitieron la adicién de la quimiocina (quimioatrayente) CXCL12
(100 ng/ml) a la bandeja de alimentacién. Ademas, tres grupos en los que estaba presente CXCL12 permitieron la
adicién de medio sin suero (sin tratamiento), trampa contra CXCL12 (2, 4, 8, 12 ug/ml) o un mAb contra CXCL12
disponible comercialmente (Abcam) (1, 2, 4 pg/ml). Incubacién a 37°C en un ambiente con 5% de COz durante 4 y 24
h (Migracion), y durante 24 h (Invasion). Las células fueron desalojadas, recolectadas y lisadas de la parte inferior de
la placa de migracién/invasion. Se afadioé tampoén de lisis junto con luciferina (soluciéon de ensayo de luciferasa), que
se analiza mediante un lector de placas bioluminiscentes. Se restaron los pocillos de fondo y se informé de la
cuantificacion con respecto a los no tratados (sin quimioatrayente CXCL12).
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Preparacién y caracterizacion de LCP cargado con ADN: Se preparé LCP utilizando un protocolo modificado. Se
prepararon dos microemulsiones separadas (60 mL cada una) de Igepal 520 y ciclohexano (3:7 v/v) y se pusieron bajo
agitacion. Se preparé una solucion de ADN (180 ug), a la que se afadieron 1.800 uL de CaClz 2,5 M. A esta solucién,
se le afnadié péptido de octaarginina (mc-CR8C) a una razén N:P de 2:1 (~200 ug) y se afadié inmediatamente a la
microemulsién. También se preparé una solucion de Na2HPO4 (1800 pl, 50 mM) y se afadio a la otra microemulsion.
Cada microemulsion se dej6 en agitacion durante 20 min. La microemulsién que contenia NazHPO4 se afadio a la
microemulsion que contenia el ADN/Péptido/CaClz. Esta solucién se dejé en agitacion durante 5 min antes de anadir
1200 pL de DOPA 20 mM (en CHCIs). Después de la adicion de DOPA, la microemulsion se dej6 en agitacion durante
30 min mas. Se anadié un volumen igual de EtOH del 100% (120 ml) para romper la emulsion. La mezcla se transfirid
a tubos de centrifuga cénicos de 50 ml y se centrifug6 a 10.000 g durante 20 min. Después de decantar el
sobrenadante, el precipitado se lavé dos veces con EtOH del 100% para eliminar las trazas de Igepal y/o ciclohexano.
A continuacién, el precipitado se secd bajo N2, y se resuspendié en CHCIs. Esta solucion se centrifugd a 10.000 rpm
durante 5 min para eliminar los agregados grandes y se recuperé el sobrenadante que contenia los "nlcleos" de LCP
(ADN y péptido atrapados dentro de un nanoprecipitado de fosfato de calcio soportado, y rodeado por una monocapa
lipidica de DOPA).

Para caracterizar la eficiencia de captura del ADN, el ADNc se marc6 con Cy3 (kit Mirus LabellT, Mirus Bio, Madison,
WI) segun las instrucciones del fabricante. Tal Cy3-DNA se formul6 en los nucleos de LCP, después de lo cual se
evalud la recuperacion mediante espectrometria de fluorescencia. Otros estudios utilizaron la tincién de acido nucleico
de Hoescht para confirmar la eficiencia de captura del ADN en la que se encapsul6 el ADNp/péptido, los nucleos se
lisaron en tampo6n de acido acético, el péptido/ADN se disocié mediante la adicion de proteasa K, y se afiadio tincion
de Hoescht y se evalu6 mediante espectrometria de fluorescencia. Los niicleos de LCP marcados con '"’Lu se
prepararon como se describe anteriormente, en los que incorpord6 ADNp/péptido junto con '77LuCls a la solucion de
CaClz de la emulsién de calcio. Tras la co-precipitacién de las dos emulsiones, los nicleos LCP marcados con '77Lu
se recolectaron como se describe anteriormente, con centrifugacion en CHCIs eliminando los agregados que contenian
77Lu. Los nucleos de LCP finales encapsularon 80% de '7’Lu. Se produjo Gal-LCP-ADNp/mc-CR8C final mediante
desecacion de una mezcla de lipidos y nucleos libres y rehidratacion mediante una soluciéon acuosa de sacarosa al
5%. Se encontr6 que la proporcion de nacleos frente a lipidos del foliolo externo para una formulaciéon de particulas
final 6ptima era de 11 mg de nucleo: 600 ul DOTAP (20 mM): 600 ul Colesterol (20 mM): 500 ul DSPE-PEG2000 (20
mM). Alli, se utilizaron 35% en moles de DOTAP, 35% en moles de colesterol y 30% en moles de DSPE-PEG2000 (o
25% en moles de DSPE-PEG y 5% en moles de DSPE-PEG-Gal) como lipidos del foliolo externo. El potencial zeta y
el tamano de particula de LCP se midieron utilizando un Malvern ZetaSizer Nano Series (Westborough, MA). Las
imagenes TEM de LCP se adquirieron utilizando un TEM JEOL 100CX Il (JEOL, Japdn).

Farmacocinética, biodistribucion y distribucién celular de Gal-LCP-ADNp/mc-CR8C: La farmacocinética y la
biodistribucién cuantitativa se determinaron mediante co-encapsulacién de ADNp con '"7Lu, como se describio
anteriormente. Tales métodos se han utilizado previamente para determinar con precision la biodistribucion de LCP.
A ratones hembra BALB/c de 8 semanas de edad (6 ratones utilizados para cada grupo) se les inyect6 individualmente
(0,2 ml, equilibrados en osmolaridad con la adicién de sacarosa) LCP a 0,5 mg de ADNp/kg, correspondiente a una
dosis de 1 x 108 cpm/kg de 77Lu. Para el analisis farmacocinético, la sangre se recuper6 en varios puntos de tiempo
(0,5,1, 2, 4,8, 12y 16 h) mediante sangrado por muesca en la cola. Para el andlisis de biodistribucién, 16 h después
de la administraciéon de LCP, se recogieron la sangre y los érganos principales (se utilizaron 6 ratones para cada punto
de tiempo). La radiactividad en la sangre y los tejidos en ambos estudios se midié utilizando un contador y. El andlisis
se realizd bajo un modelo de dos compartimentos utilizando Phoenix WinNonlin (Versién 6.3, Pharsight Corporation;
Mountain View, CA).

Aumento de la dosis génica in vivo y tiempo de expresion: Se inyecté una formulacion de LCP dirigidos por galactosa
que contenian ADN de Trampa contra pCXCL12, que contenia una Etiqueta His en el extremo C-terminal (0,2 ml,
equilibrados en osmolaridad con la adiciéon de sacarosa) a ratones hembra BALB/c de 8 semanas de edad (0,1, 0,5 o
1 mg de ADN/kg, 3 ratones utilizados para cada grupo) a través de la vena de la cola. Se realizaron el analisis de
transferencia Western y la cuantificacién después de la administracién IV en la vena de la cola de concentraciones
crecientes de LCP con ADN de trampa contra pCXCL12 para determinar si la expresion depende de la dosis. Los
ratones fueron sacrificados 24 h después de la administracion. Se recogieron el higado, bazo, pulmones, rifién,
corazon y sangre y se homogeneizaron en tampén RIPA. La concentracion de proteina total en el producto lisado se
determiné a través de un kit de ensayo de proteina con &cido bicinconinico (BCA Protein Assay Kit, Pierce, Rockford,
IL). Posteriormente, se cargaron 50 ug de proteina total para analisis western. La proteina trampa contra CXCL12
deseada tiene un peso molecular de 28,6 kD. Se utilizé GAPDH como control de carga. Se utilizé anticuerpo de raton
con etiqueta de his(6x) como anticuerpo primario. La expresion de la trampa contra pCXCL12 se cuantific6 como el
aumento relativo de la intensidad de HRP sobre el grupo tratado con PBS.

También se utilizo el kit ELISA de etiqueta de His en el que se cargaron 5 pg de proteina total para un andlisis de
expresion adicional. El kit proporcion6 proteinas patrén que contenian una etiqueta de His para su uso como control
de calibracion patrén. Por lo tanto, la cuantificacion de la expresién de proteinas se puede medir mediante andlisis
ELISA. Tras los estudios de aumento de dosis y expresion, se eligié la dosis de 0,5 mg de ADN/kg para estudios
terapéuticos in vivo.

Se inyect6 una formulacion de LCP dirigidos por galactosa que contenia ADNp que codificaba la Trampa contra
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pCXCL12, que contenia una etiqueta de His en el extremo C-terminal (0,2 ml, equilibrada en osmolaridad con la adicion
de sacarosa) a ratones hembra BALB/c de 8 semanas de edad (0,5 mg de ADN/kg x 3 QOD, 3 ratones utilizados para
cada grupo) a través de la vena de la cola. Se realizaron el andlisis de Transferencia Western y la cuantificacion
después de la administracion IV en la vena de la cola de LCP con ADN de la trampa contra pCXCL12 para determinar
el tiempo de expresion transitoria. Los ratones fueron sacrificados 1, 2, 4 u 8 dias después de la administracion. Se
recogieron el higado, bazo, pulmones, rifién, corazon y sangre y se homogeneizaron en tampoén RIPA. El contenido
de proteina se midi6 utilizando BCA. Posteriormente, se cargaron 50 pg de proteina total para analisis western. Todos
los geles se cargaron con un érgano especifico y una muestra patrén de higado con el fin de analizar los niveles de
expresion de 6rgano frente a higado y mantener la coherencia en la cuantificacion de la expresién de 6rgano e higado.
La expresién de la trampa contra pCXCL12 se cuantific6 como el aumento relativo de la intensidad de HRP sobre el
grupo tratado con PBS.

Estudios de Toxicidad y Patologia: Los ratones se trataron con la trampa contra pCXCL12, pGFP, LCP cargado con
blanco (0,5 mg de ADN/kg x 3, QOD) (se utilizaron tres ratones para cada grupo). Ademas, a otro grupo de tratamiento
se le administr6 proteina trampa contra CXCL12 libre (1,0 mg de proteina’/kg x 3, QOD). Se sacrificé a los ratones 24
h después de la inyeccién final en la vena de la cola. Se obtuvo suero de los ratones mediante puncion cardiaca y
centrifugacién. El dafio hepatico y renal se evalué midiendo los niveles de AST, ALT y BUN en las muestras de suero.
Los niveles de células sanguineas, incluidos glébulos blancos, linfocitos, granulocitos y monocitos, se midieron con
analisis de sangre total. Estas medidas fueron cuantificadas por los Laboratorios de Quimica Clinica Animal y
Expresion Génica en UNC Chapel Hill. Adicionalmente, los 6rganos principales de cada ratén se recogieron, fijaron y
procesaron posteriormente para la tincién tricromica. Las imagenes de las secciones de tejido se recogieron utilizando
un microscopio optico Nikon con un objetivo de 10x.

Supresién de la metastasis en higado in vivo: A los ratones se les inocularon 2x10¢ células CT-26 FL3 RFP/Luc en la
pared del ciego. El tratamiento con 10 ug (ADNp) de Gal-LCP-trampa contra pCXCL12/mc-CR8C los dias 10, 12y 14
se administr6 a través de la vena de la cola IV (n=7). Los grupos de control incluyeron PBS/sin tratar (n=7) y Gal-LCP-
GFP/mc-CR8C (n=6). Se siguié la progresion de la masa tumoral mediante la administracion de 200 pl de luciferina
(10 mg/ml). Se registraron imagenes bioluminiscentes de luciferasa IP 10 minutos después de la administracion de
luciferina. La masa tumoral del raton el dia 24 se muestra arriba en una imagen bioluminiscente utilizando IVIS con
camara Kodak. Después de 24 dias, los ratones fueron sacrificados y se extrajeron los higados. La cuantificacion de
la carga tumoral en los higados se cuantifico utilizando el soporte l6gico image J. La cuantificacién se muestra arriba
en la que se encontr6é que la carga tumoral se redujo en mas de 85% en comparacién con los grupos de control. Se
estudiaron analisis adicionales de la carga metastasica posterior al tratamiento en otros érganos. La metastasis del
raton se evalud el dia 24 en el que los ratones se trataron con 200 pl de Luciferina (10 mg/ml). Se tomaron imagenes
de los ratones, se sacrificaron y a continuacién se extrajeron los érganos y se colocaron en una solucién de luciferina
(1 mg/ml) y se tomaron iméagenes para la bioluminiscencia.

Analisis estadistico: Los datos se expresaron como media * desviacion tipica (DT). El andlisis estadistico se realizé
mediante la prueba t de Student cuando solo se compararon dos conjuntos de valores, y el analisis de la varianza de
una via (ANOVA) seguido de la prueba de Dunnett cuando los datos involucraban tres 0 mas grupos. *, *+, *** denotan
p< 0,05, 0,01 y 0,001 respectivamente y se considerd significativo y se documenté en la figura o en la leyenda de la
figura. En todas las estadisticas, los grupos se comparan con el control no tratado.

Ejemplo 1
Formulacion de nanoparticulas de galactosa-LCP con ADNp/mc-CR8C

Hu et al. informaron por primera vez sobre la formulacion y suministro de Galactosa-LCP con carga de ADNp/mc-
CR8C al higado (hepatocitos) de ratones (Hu, Y., et al., A Highly Efficient Synthetic Vector: Nonhydrodynamic Delivery
of DNA to Hepatocyte Nuclei in Vivo. ACS Nano, 2013. 7(6): pag. 5376-5384). Como se informé, se utilizé una
microemulsién inversa para preparar nanoparticulas de fosfato de calcio (CaP) recubiertas con 1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-fosfato (DOPA) (LCP "nlcleos amorfos"). Estos nucleos pueden encapsular tanto el ADN (60% de eficiencia) como
los péptidos cationicos, lo que produce un tamafo de nlcleo que oscila entre 15 y 25 nm de diametro. La estructura
del niicleo hueco se puede visualizar bajo Microscopia Electronica de Transmision (TEM) (Fig. 3A/B). Posteriormente,
la monocapa de DOPA que rodea el nucleo de CaP permite la adicién de los lipidos catidnicos del foliolo exterior (1,2-
dioleoil-3-trimetilamonio-propano  (DOTAP),  colesterol lipidico auxiliar y 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina-N-[succinil(polietilenglicol)-2000 (DSPE-PEG2000)) para ayudar en la evasién de RES,
produciendo particulas de menos de 60 nm (LCP "final", 40-60 nm de diametro, que se muestra en Fig. 3A-C que
puede penetrar facilmente las fenestraciones sinusoidales hepaticas.

Ejemplo 2
Determinacion del tamafno de nanoparticulas de LCP

Se encontr6 a través de la dispersion dindmica de luz que el diametro hidrodinamico y la carga superficial de la
particula de LCP eran aproximadamente 45 nm y 10 mV (Fig. 3C). La dispersion dinamica de luz indicé que LCP se
dispersaba de forma restringida alrededor de 45 nm de diametro, con un potencial zeta positivo (alrededor de +10 mV)
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debido a la carga catiénica de DOTAP junto con la capacidad de blindaje catiénico de DSPE-PEG2000. La mezcla de
LCP y liposomas da como resultado un promedio z de 236+32 nm; n=6. Se encontr6 que la solucion era estable en
suero bovino fetal al 10% durante al menos 24 horas a 37°C en el que no se observé un aumento significativo en el
promedio z. (Fig. 3D).

Ejemplo 3
Eficiencia de encapsulacion de ADNp en nucleos de LCP

La determinacion de la carga de ADNp de Galactosa-LCP con ADNp/mc-CR8C se logré lisando los nacleos en un
entorno de tampén de acido acético (pH = 4). El ADN se disoci6 del péptido mediante la adicion de una solucion de
proteasa K. La adicién de la tincion de Hoechst permiti6 una lectura fluorescente cuantitativa para determinar la
eficiencia de encapsulacion del ADN. Se encontr6 que la eficiencia de encapsulacion del ADN era de
aproximadamente 50-60%, lo que corresponde estrechamente a la formulacién Hu et al. (Hu, Y., et al., A Highly
Efficient Synthetic Vector: Nonhydrodynamic Delivery of DNA to Hepatocyte Nuclei in Vivo. ACS Nano, 2013. 7(6):
pag. 5376-5384).

Ejemplo 4
PK de nanoparticulas de Galactosa-LCP-ADNp/mc-CR8C y acumulacion en érganos/higado

La especificidad hepatica, la farmacocinética y la distribuciéon en 6rganos se determinaron mediante la incorporacion
de radiois6topo Lu'”” al nicleo de LCP con ADNp/mcCRS8C. Las particulas de Galactosa-LCP con trampa contra
pCXCL12/mc-CR8C (pTrap LCP) que contenian Lu'”” se inyectaron a través de la vena de la cola a ratones BALB/c
normales. Mediante la PK'y el perfil de distribucion en érganos se encontré que las nanoparticulas de galactosa-LCP
exhiben una distribucién de dos fases con una T"2a y T2 de 20 min y 1054 minutos respectivamente, y que se
acumulaba en el higado aproximadamente 50% de LCP 16 h después de la inyeccion IV (Fig. 4). La inyeccién en la
vena de la cola de las particulas de LCP con pTrap sin el direccionamiento de galactosa mostré una disminucién
significativa en la acumulacién en el higado, aproximadamente 10-15% de acumulacién, que es comparable a los
valores referidos por Hu et al.

Ejemplo 5
Perfil de expresion en el higado de CXCL12 endogeno in vivo

Para validar los niveles de expresion de CXCL12 endégeno en el higado de ratones BALB/C enfermos (modelo de
metastasis colorrectal en higado), los autores de la presente invencién extrajeron, fijaron con formalina, cortaron en
parafina y evaluaron la cantidad de CXCL12 mediante tincién inmunofluorescente con un anticuerpo contra CXCL12
primario y anticuerpo secundario etiquetado con fluorescencia (Alexa Fluor 594). Adicionalmente, los autores de la
presente invencion evaluaron si el suministro de su LCP con pTrap produciria una disminucion de la sefial fluorescente
debido a la captura de CXCL12, asi como una disminucién de la inflamacién debido a la disminucién de las lesiones
metastasicas. Por lo tanto, 10 dias después de la administracion IV final de LCP con pTrap (10 pg de ADNp QOD x
3), los autores de la presente invencion recolectaron los higados, fijaron los higados con formalina, los cortaron en
parafina y utilizaron tincion inmunofluorescente contra CXCL12 (color Rojo). Se estudiaron cinco grupos (cuatro de los
cuales contenian CCR), incluidos los no tratados (sin CCR), no tratados (PBS), galactosa-LCP con pGFP/mc-CR8C
(LCP con pGFP), LCP con pTrap (10 pg), LCP con pTrap (10 pg QOD x 3). Los resultados se muestran en Fig. 5a,
en la que los no tratados y los tratados con pGFP no tenian una diferencia significativa en la intensidad de la
fluorescencia, y tenian un aumento de aproximadamente 5 a 6 veces en la expresién de CXCL12 en comparacién con
el higado no tratado de ratones sin CCR. Sin embargo, ambos grupos de LCP con pTrap (10 ug x 1y 10 pg QOD x
3) mostraron una disminucién de 2,5y 5 veces en la intensidad de la fluorescencia, respectivamente, en comparacion
con los no tratados, alcanzando finalmente los niveles iniciales de CXCL12 encontrados en el higado no tratado de
ratones sin CCR (p<0,05) (Fig. 5A). Debido a la disminucion de CXCL12 encontrada en el higado después del
tratamiento con LCP con pTrap (10 ug x 1y 10 ug QOD x 3), los autores de la presente invencion tifieron mas
secciones para determinar el efecto sobre la poblacion de células T CD8 del higado (color verde), MDSC, y células T
reguladoras que se cree que son reclutadas por CXCL12 enddgeno. Se estudiaron cuatro grupos, incluidos sanos (sin
CCR), sin tratar (tumor), sin tratar (estroma) y LCP con pTrap (10 ug en dias alternos x 3). Los resultados se muestran
en la Figura 5B, en la que los grupos de LCP con pTrap (10 ug QOD x 3) mostraron una disminucién de la intensidad
fluorescente en comparacion con los no tratados (p<0,05) (Fig. 5B).

Ejemplo 6

Expresidn/distribucion en 6rganos in vivo de trampa contra CXCL12 después de la administracion de LCP con
pTrap

El suministro de LCP con pTrap a través de la administracion intravenosa en la vena de la cola en ratones BALB/c
produce que casi 50% de la dosis inyectada se acumule en el higado (Fig. 4B). Hu et al. informaron de que la mayoria
de LCP se absorbe y se expresa en los hepatocitos. Hu et al. también mostraron que la disminucion de la densidad
de PEG y la ausencia del ligando de direccionamiento de galactosa, desplazaron la captacion preferentemente hacia
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las células de Kupffer, disminuyendo los niveles de expresion del ADNp. Por lo tanto, para asegurar la captacion y la
expresion en hepatocitos, los autores de la presente invencion imitaron la densidad de PEG (30% en moles de entrada)
y el ligando de direccionamiento de galactosa utilizado en la formulacién de Hu et al. Los autores de la presente
invencion investigaron mas a fondo la expresion preferencial de la trampa contra pCXCL12 en el higado frente a otros
organos/suero para asegurase de tener una expresion especifica preferencial en el higado de esta trampa contra
CXCL12. Con el fin de determinar la expresion en 6rganos de la trampa contra pCXCL12, los autores de la presente
invencion han incorporado una etiqueta de His en el extremo C-terminal, que permite el analisis ELISA y de
transferencia western a través de un mAb con Etiqueta de His (Figura 5D, 5E, y 5F). Los ratones se trataron con dosis
crecientes de LCP con pTrap (0,1 mg/kg, 0,5 mg/kg y 1,0 mg/kg). A través de andlisis ELISA y transferencia Western,
los autores de la presente invencion observaron después de 24 h un aumento dependiente de la dosis en la expresion
hepatica sin que se encontrara expresion en otros érganos o suero distintos de la diana (Figura 5D y 5E). Otros
estudios en los que se administrd LCP con pTrap (0,5 mg/kg QOD x 3) y los ratones fueron sacrificados los dias 1, 2,
4y 8. Los érganos se recolectaron y analizaron a través de transferencia western utilizando anti-mAb con etiqueta de
His. (Figura 5F). Estos resultados demuestran claramente que el vector de galactosa-LCP permite una expresion
transitoria preferencial en el higado, con una expresion minima en cualquier otro 6rgano o suero. (Figura 5D, 5E, y
5F). Posteriormente, los autores de la presente invencion informaron de que la expresion hepatica tiene propiedades
transitorias en las que se encuentra que la expresiéon dura hasta 8 dias después de la inyeccion final (10 ug ADNp;
0,5 mg/kg QOD x3). (Figura 5F).

La expresién preferencial del Plasmido de la Proteina Fluorescente Verde (pGFP) y el plasmido trampa contra CXCL12
(pTrap) en el higado frente a otros 6rganos/suero se muestra en Figura 5A. A través del andlisis de microscopia
fluorescente de secciones de 6rganos los dias 2, 4 y 8 después de la inyeccion final de LCP con pGFP, los autores de
la presente invencion pudieron demostrar una expresion transitoria especifica de higado que duraba hasta 4 dias. No
se encontré sefial de GFP en ninguna otra seccién de 6rgano principal. Ademas, se encontr6 que la expresion de GFP
estaba predominantemente en la poblacion de hepatocitos dentro del higado. (Fig. 5A).

Ejemplo 7

Disminucion de la incidencia y la carga tumoral de metastasis colorrectal en el higado en ratones después de
la administracion de LCP con pTrap

Los autores de la presente invencion examinaron el efecto de LCP con pTrap sobre la incidencia y la carga de
metastasis encontradas en ratones. A los ratones se les inocularon 2,0 x 108 células CT-26 FL3 (RFP/luc)
ortotépicamente en la pared del ciego. En esta serie de experimentos, los tratamientos comenzaron 10 dias después
de la inoculacién en el ciego. Se exploraron tres grupos de tratamiento, incluido PBS (sin tratar), un control de vector
que consistia en LCP con pGFP y LCP con pTrap. La administracién de los tres grupos de tratamiento se inicié el dia
10 después de la inoculacion, en el que se administraron inyecciones intravenosas en la vena de la cola (10 pug de
ADNp) los dias 10, 12 y 14. Se siguid la carga tumoral total del ratén mediante la administracion IP de 200 ul de
luciferina (10 mg/ml) seguido de andlisis bioluminiscente. La carga tumoral total del ratdn se registr6 semanalmente y
se utilizd para clasificar los ratones en grupos de tratamiento antes del dia 10, la carga tumoral total del ratén el dia
24 después de la inoculacion se muestra en Figura 13. El dia 24, se administraron IP 200 pl de luciferina (10 mg/ml),
los ratones fueron sacrificados debido a la gran carga de tumor primario en el ciego. Los 6rganos se recogieron y se
enjuagaron en PBS antes de colocarlos en una solucion de luciferina diluida (1 mg/ml). Los higados y otros 6rganos
se analizaron mediante generacién de imagenes bioluminiscentes para determinar la carga tumoral de metastasis
(Fig. 6A y 6B). Después del analisis bioluminiscente, los higados se enjuagaron en PBS, se fijaron en solucién de
formalina, se cortaron y se tifieron con tincion tricromica para un andlisis morfolégico adicional (Fig. 6C). Estéa claro a
partir de la luciferasa (intensidad bioluminiscente) que con PBS y LCP con pGFP existen grandes cargas tumorales
metastéasicas en el higado (Fig. 6A y 6B), que posteriormente hacen que la cirrosis y el tejido fibrético se vuelvan mas
prominentes (Fig. 6C). Por el contrario, los ratones tratados con LCP con pTrap (10 ug de ADNp) tres veces (QOD)
mostraron una reduccion significativa (reduccion de 10 veces en la carga de metastasis en el higado) y
aproximadamente una reduccién de 70-80% en la incidencia de formacion de metastasis en el higado. La zona fibrética
detectada a través del andlisis microscopico de las secciones de higado tefidas con tincién tricrémica fue
significativamente menor en las muestras de ratones LCP con pGFP que en las muestras de control (p<0,01) (Fig.
6C). Este es el primer informe hasta donde saben los autores de la presente invenciéon que ha expresado con éxito
una proteina terapéutica mediante el suministro de ADNp en un vector no viral especifico del higado, lo que produce
eficacia terapéutica. Ademas, los autores de la presente invencion observaron que no solo se reducen la carga y la
incidencia de la metastasis, sino que no se encuentra que la metastasis migre e invada otros 6rganos. (Fig. 6B).

Ejemplo 8
Las células T especificas del cancer mejoran la eficacia antimetastasis de la terapia con LCP con pTrap

La disminucién de las poblaciones de MDSC y Treg en el higado después del tratamiento con LCP con pTrap, junto
con la presencia de linfocitos CD8+, implican un cambio de un entorno protumoral (inmunosupresor) a uno antitumoral
dentro del higado. Por lo tanto, los autores de la presente invenciéon examinaron la capacidad de los linfocitos T
citotoxicos (CTL) para disminuir el establecimiento de metastasis en el higado después de la terapia con LCP con
pTrap. Para investigar la capacidad de LCP con pTrap para mejorar la destruccién de células T CD8 especificas del
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cancer, los autores de la presente invencién estudiaron la eficacia anticancerosa de LCP con pTrap en ratones con
una poblacién agotada de células T CD8+. Los autores de la presente invencion siguieron un protocolo similar al
referido por Harimoto et al., en el que 295% de la poblacion de células T CD8+ se agoté después de dos inyecciones
intraperitoneales de 400 ug de anti-Lyt2.2 (2,43; IgG2b de rata) (14). A los ratones se les inoculé CCR de acuerdo con
el modelo singénico ortotdpico descrito anteriormente, seguido de agotamiento de células T antes del tratamiento. En
esta serie de experimentos, los tratamientos comenzaron 10 dias después de la inoculacion en el ciego. Los animales
se dividieron en tres grupos de tratamiento: sin tratar (PBS), LCP con pTrap con anti-CD8 (Anti-Lyt2.2) y LCP con
pTrap con un control de isotipo de anticuerpo (control de isotipo de IgG2b de rata). Para mantener el agotamiento de
la poblacion de células T CD8+, se administré una inyeccion intraperitoneal de Anti-Lyt2.2 o IgG de control de isotipo
(400 pg) los dias 8 y 10. El tratamiento se inici6 el dia 10 después de la inoculacién, con inyeccién intravenosa en la
vena de la cola (10 ug ADNp) los dias 10, 12 y 14. Los ratones fueron sacrificados debido a la gran carga tumoral
primaria en el ciego el dia 21, y la carga tumoral hepatica se determind a través de generacién de imagenes
bioluminiscentes (Fig. 7). Todos los ratones tratados con PBS desarrollaron grandes lesiones tumorales metastésicas
en el higado (Fig. 7). Los ratones con células T agotadas tratados con anti-Lyt2.2 seguido de tres dosis de LCP con
pTrap (10 ug de ADNp) mostraron una carga tumoral hepatica similar a la de los ratones no tratados. Por el contrario,
los ratones tratados con el anticuerpo IgG2b de control de isotipo seguido de LCP con pTrap mostraron una reduccion
de 5 veces en la carga de metéstasis en el higado y una disminucion de aproximadamente 80% en la incidencia de
metastasis en el higado en comparacion con los animales no tratados. Estos resultados muestran que la presencia de
CTL junto con la reduccién de CXCL12 disminuyen el riesgo de establecer lesiones metastasicas en el higado.

Ejemplo 9

La reduccion de la carga metastasica se asocia con una mayor supervivencia en el modelo de metastasis de
cancer de mama en el higado

Los autores de la presente invencién examinaron el efecto de LCP con pTrap sobre la mediana de supervivencia y la
carga tumoral hepatica en un modelo agresivo de metéstasis en el higado de cancer de mama en ratén. El modelo de
metastasis en el higado de cancer de mama consiste en la implantacién hemiesplénica de una linea celular 4T1 de
cancer de mama murino altamente metastasico. Estos estudios modelaron el patrén de atencién clinica, en donde se
reseca el tumor primario y la muerte suele resultar de la carga metastasica. A ratones BALB/c se les inocularon 1,0 x
106 (0,1 ml) de células 4T1 (GFP/Luc) en la mitad del bazo, que se habia atado y separado en dos mitades antes de
la inoculacion del tumor. El hemi-bazo que recibié las células se resecd 10 minutos después de la inoculacion para
disminuir el crecimiento del tumor primario. En esta serie de experimentos, los tratamientos comenzaron el dia de la
inoculacion debido a la rapida migracién de las células al higado, a menudo en el plazo de los 5 minutos posteriores
a lainoculacion (15). Los autores de la presente invencién estudiaron cuatro grupos de tratamiento para el modelo de
metastasis en el higado de cancer de mama: sin tratar (PBS), LCP con pGFP con anti-CD8 (10 pg, 0,5 mg/kg de ADNp
y 400 pg, 20 mg/kg de anti-Lyt2.2), LCP con pTrap con anti-CD8 (10 pg, 0,5 mg/kg de ADNp y 400 ug, 20 mg/kg de
anti-Lyt2.2), y LCP con pTrap con isotipo IgG (10 pg, 0,5 mg/kg de ADNp y 400 pg, 20 mg/kg de Isotipo 1gG). Se
administraron PBS, LCP con pGFP o LCP con pTrap por via IV a través de inyecciones en la vena de la cola en dias
alternos comenzando el dia 0 y finalizando el dia 6. La administracion de anti-Lyt2.2 o control de Isotipo de IgG implico
dos inyecciones IP los dias 0 y 2. La progresion del tumor fue verificada mediante generacion de imagenes
bioluminiscentes (Fig. 8A). Los ratones se sacrificaron cuando se aplicaba una de las siguientes condiciones: aumento
o pérdida de peso drastico superior a 10% en una semana o signos claros de angustia, tales como deshidratacién,
inactividad o dificultad para respirar/respiracion débil. Tres ratones de cada grupo fueron sacrificados 10 dias después
de la inoculacién, sus 6rganos fueron recolectados y enjuagados en PBS, y los higados fueron analizados para
determinar la carga tumoral mediante analisis de citometria de flujo (Fig. 8B). Los ratones que no recibieron tratamiento
con LCP con pTrap desarrollaron grandes lesiones tumorales metastasicas en el higado durante la primera semana
después de la inoculacion (Fig. 8A y 8B). Por el contrario, los ratones tratados con LCP con pTrap mostraron una
reduccion en la carga de metastasis en el higado y una disminucién en la incidencia de formacién de metastasis en el
higado, asi como un aumento de casi el doble en la mediana de supervivencia en comparacion con todos los demas
grupos de tratamiento (14 frente a 25 dias) (Fig. 8C).

Ejemplo 10

Reduccion del establecimiento de metastasis en el higado por LCP con pTrap, proteina Trap y antagonista de
CXCR4

Los autores de la presente invencién compararon la eficacia de diferentes modalidades terapéuticas [proteina trampa
anti-CXCL12, antagonista de molécula pequeiia CXCR4 (AMD3100) y LCP con pTrap] para reducir el establecimiento
de metastasis en el higado utilizando una linea celular de cancer colorrectal humano (HT-29) en ratones atimicos
inmunodeficientes. El modelo de metastasis de cancer colorrectal en higado humano se establecié de acuerdo con el
mismo procedimiento de implantacién hemiesplénico que el anterior, utilizando la linea celular de cancer colorrectal
HT-29, que tiene una alta expresion de CXCR4 (Fig. 11). En esta serie de experimentos, los tratamientos comenzaron
nuevamente el dia de la inoculacion debido a la rapida migracion de las células al higado en el plazo de los 5 minutos
posteriores a la inoculacién (15). Los cinco grupos de tratamiento estudiados para el modelo de metéastasis de cancer
colorrectal en el higado fueron sin tratamiento (PBS), LCP con pGFP (10 ug, 0,5 mg/kg de ADNp), LCP con pTrap (10
ug, 0,5 mg/kg de ADNp), proteina trampa contra CXCL12 libre (10 pg, 0,5 mg/kg de proteina) y AMD3100 (100 ug, 5,0
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mg/kg). Los tratamientos se administraron IV mediante inyeccién en la vena de la cola en dias alternos, se iniciaron el
dia 0y terminaron el dia 16 (Fig. 9A). Los ratones se sacrificaron el dia 36, se recogieron sus higados y se enjuagaron
en PBS, y los nédulos tumorales se resecaron de los higados y se pesaron (Fig. 9B). Los ratones que no recibieron
tratamiento con LCP con pTrap o AMD3100 desarrollaron numerosas lesiones tumorales metastasicas en el higado
(Fig. 9B). Por el contrario, los ratones tratados con LCP con pTrap o AMD3100 mostraron una reduccion en la carga
de metéastasis en el higado y una menor incidencia de formacién de metastasis en el higado durante el tratamiento en
comparacién con todos los demés grupos de tratamiento.

Ejemplo 11
Efectos de LCP con pTrap sobre la funcion hepatica, renal y sanguinea (analisis de toxicidad)

La administracion de LCP con pTrap (10 pg QOD x 3) no mostré6 cambios significativos en los niveles de ALT, AST,
creatinina o BUN, asi como ningln signo de toxicidad en el andlisis de secciones histolégicas tricrémicas de ningdn
organo 24 h después de la inyeccion IV final en la vena de la cola (Fig. 10A y 10B). Un andlisis adicional de los niveles
de células inmunitarias/sanguineas no mostrd signos de cambio en comparacién con los ratones no tratados (Fig.
10A). El analisis toxicologico también se confirm6 en secciones de érganos con tincién histoldgica tricromica en las
que todos los tratamientos mostraron morfologia tisular/celular normal (Fig. 10B).

Ejemplo 12
Terapia combinada
Materiales y métodos

Se adquirié sal de amonio de 1,2-diestearoril-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi (polietilenglicol-2000)] (DSPE-
PEG) de NOF (Ebisu Shibuya-ku, Tokio). El &cido dioleoil fosfatidico (DOPA) y la sal cloruro de 1,2-dioleoil-3-
trimetilamonio-propano (DOTAP) se adquirieron de Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, EE. UU.). El colesterol y la
protamina se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Todos los demas productos quimicos se
adquirieron de Sigma-Aldrich si no se menciona especificamente (St. Louis, MO, EE. UU.).

Construccién del gen de la trampa contra CXCL12: Las secuencias codificantes de los dominios VH y VL de unién a
CXCL12 se utilizaron para el ensamblaje del gen de la trampa. La secuencia final de la trampa contra CXCL12 codifica
un péptido de senalizacion, un dominio VH, un conector flexible, un dominio VL, una etiqueta E y una etiqueta de
His(6x), respectivamente. EI ADNc completo se clon6 en pCDNAS3.1 entre los sitios Nhel y Xhol y la precision se
confirmo6 mediante la secuenciacion del ADN.

Construccién del gen de la trampa contra PDL1: Las secuencias codificantes del dominio extracelular de PD-1 humano
o de raton y el dominio de trimerizacion de CMP1 humano o de raton se utilizaron para el ensamblaje del gen de la
trampa contra PD-L1. La secuencia final de la trampa contra PD-L1 codifica un péptido de sefalizacién, el dominio de
unién a PD-L1 de PD-1, un conector flexible, un dominio de trimerizacién, una etiqueta E y una etiqueta de His(6x),
respectivamente. EIl ADNc completo se clon6 en pCDNAS.1 entre los sitios Nhel y Xhol y la precisién se confirmé
mediante la secuenciacion del ADN.

Lineas celulares: La linea celular de tumor primario KPC98027 derivada del modelo de raton de adenocarcinoma
ductal pancreatico KPC (LSL-krasC'2P +; LSL-Trp53R172H +: Pdx-1-Cre, sobre fondo C57BI/6) fue proporcionada por el
Dr. Serguei Kozlov (Instituto Nacional del Cancer, Centro de Investigacion Preclinica Avanzada) y cultivada en Medio
de Eagle Modificado de Dulbecco: Mezcla de Nutrientes F-12 (DMEM/F12) con u n suplemento de suero bovino fetal
(FBS) al 10% (Gibco) y Penicilina/Estreptomicina al 1% a 37°C y CO2 al 5% en atmosfera humidificada. Se realizé la
transfeccion de lineas celulares con lentivirus en las que las células KPC98027 se transfectaron de forma estable con
el vector que porta proteina fluorescente roja mCherry (RFP), luciferasa de luciérnaga (Luc) y el gen de resistencia a
puromicina. Se seleccionaron células KPC98027 transfectadas estables (KPC98027 RFP/Luc) en presencia de
puromicina.

Modelo KPC de aloinjerto ortotopico en ratones: Se recogieron células KPC98207 subconfluentes (con o sin RFP/Luc)
y se lavaron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS) justo antes de la implantacion. El modelo KPC de
aloinjerto ortotopico se establecié mediante inyeccién ortotdpica de 1x108 células en la cola del pancreas. En resumen,
se anestesiaron ratones C57BI/6 de ocho semanas de edad mediante inyeccién IP de solucion de ketamina/xilazina y
se colocaron en posicion supina. Se realizd una incisién en la linea media para exteriorizar el bazo y el pancreas.
Utilizando una jeringa con medidor de insulina, se inyectaron 1 x 108 células en 40 pl en la cola del pancreas. Y la
pared abdominal y la piel se cerraron con suturas de &cido poliglicélico 6-0. El lugar de la inyeccion se sellé con un
adhesivo tisular (3M, St. Paul, MN) y se esteriliz6 con alcohol del 70% para destruir las células cancerosas que
pudieran haberse filtrado.

Anticuerpos: Los anticuerpos primarios, primarios y secundarios conjugados fluorescentes utilizados para
inmunotinciones (IF) y citometria de flujo (cit. de flujo) se enumeran en la Tabla 3 a continuacién.
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Tabla 3. Anticuerpos utilizados en el estudio

Anticuerpos Compaiiia Catalogo Aplicacion
Anti-aSMA Abcam Ab5694 IF
Anti-CD31 Abcam Ab28364 IF
Anti-SDFI (CXCL12) Abcam Ab9797 IF
Anti-PDL1 Abcam Ab80276 IF

Anti CD8a BD 553031 cit. de flujo
(conjugado con FITC)

Anti CD4 BD 561828 cit. de flujo
(conjugado con FITC)

Anti-FOXP3 BD 560408 cit. de flujo
(conjugado con PE)

Anti-CD11b BD 553310 cit. de flujo
(conjugado con FITC)

Anti-Grl (Ly-6G y Ly-6C) BD 553128 cit. de flujo
(conjugado con PE) Pharmingen TM

Anti-CD206 BD cit. de flujo
(conjugado con PE)

Anti-CCR7 BD cit. de flujo
(conjugado con APC)

APC Rata IgG2b, BD 553991 cit. de flujo
Control de isotipo Pharmingen™

Anti-lgG de conejo Cell Signaling 4414 IF, cit. de flujo
(Conjugado con Alexa Fluor® 647)

Anti-lgG de conejo de Cabra-HRP Santa Cruz Sc-2030 WB
Anti-RFP Invitrogen R10367 WB

Preparacién y Caracterizacion de LPD: Se prepararon LPD a través de un proceso de autoensamblaje por etapas
basado en protocolos bien establecidos en la técnica. Brevemente, se disolvieron DOTAP y colesterol (1:1, mol/mol)
en cloroformo y se eliminé el disolvente. A continuacion, la pelicula lipidica se hidratdé con agua destilada para obtener
la concentracion final de 10 mmoles/| de colesterol y DOTAP. Después, el liposoma se extruy6 secuencialmente a
través de membranas de policarbonato de 200 nm y 100 nm (Millipore, MA) para formar liposomas unilamelares de
70-100 nm. Los nucleos de poliplex LPD se formularon mezclando 140 pl de 36 pg de protamina en glucosa al 5% con
un volumen igual de 50 pg de plasmido (ya sea pcDNA 3.1 como plasmido de control o plasmidos que codifican la
trampa contra CXCL12 o PDL1) en glucosa al 5%. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 10 miny a
continuacion, se afadieron 60 pl de colesterol/liposomas DOTAP (10 mmoles/l cada uno). La insercién posterior de
DSPE-PEG al 15% se realiz6 adicionalmente a 60°C durante 15 minutos. El tamafio y la carga superficial de las NP
se determinaron mediante una serie Malvern ZetaSizer Nano (Westborough, MA). Se adquirieron imagenes TEM en
las que las NP se tifieron negativamente utilizando un TEM JEOL 100 CX Il (JEOL, Japén).

Biodistribucion y distribucion celular de NP de LPD: Se incorpord aproximadamente el 0,1% del colorante hidréfobo
Dil a los liposomas DOTAP para formular las NP de LPD marcadas con Dil. Veinticuatro horas después de la inyeccion
intravenosa de NP de LPD marcadas con Dil, los ratones se sacrificaron y se recogieron los 6rganos principales y los
tumores. La distribucion de las NP de LPD en los 6rganos principales se visualizd cuantitativamente con IVIS®
Kionetics Optical System (Perkin Elmer, CA). La longitud de onda de excitacion se fijo en 520 nm, mientras que la
longitud de onda de emisién se fijé en 560 nm. Los higados y los tumores se seccionaron adicionalmente mediante un
criostato (H/lI Hacker Instruments & Industries, Winnsboro, SC) para cuantificar la distribucién de NP de LPD dentro
de los tejidos. La acumulacion y distribucién de NP antes o después del tratamiento con NP de LPD con trampa Combo
en los tumores se compararon adicionalmente y se cuantificaron (n = 4).

Distribucién celular transitoria, local e intratumoral de la proteina trampa: Se inyect6 la formulacion de NP de LPD con
ADN de trampa contra pCXCL12, ADN de trampa contra pPD-L1 encapsulados (50 pg de plasmido/ratén) por via
intravenosa a ratones que portaban aloinjertos de KPC98027 RFP/Luc (inyeccidn diaria, dos veces en total). Tanto el
ADN de la trampa contra pCXCL12 como el ADN de la trampa contra PD-L1 contienen una etiqueta de His en el extremo
C-terminal, que se puede utilizar como rastreador de la expresién de la proteina trampa. Los dias 1, 3, 5 después de la
inyeccién final, se sacrificaron los ratones, se recogieron los 6rganos principales y los tumores y se homogeneizaron en
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tampdn RIPA. La concentraciéon de proteina total en el producto lisado se determiné a través de un kit de ensayo de
proteina de acido bicinconinico (BCA Protein Assay Kit, Pierce, Rockford, IL). La eficiencia de transfeccion y expresién
de la proteina con etiqueta de His en 6rganos y tumores de diferentes puntos de tiempo se cuantificaron utilizando ELISA
(Cell biolabs, INC., n = 4). La proteina trampa contra CXCL12 también se inyectd directamente por via intravenosa a los
ratones y se compard con la contraparte del plasmido en biodistribucién y nivel de acumulacion en los puntos de tiempo
controlados. A los ratones que portaban KPC98027 RFP/Luc también se les inyectaron dos dosis diarias de NP de LPD
que encapsulaban el ADN de pGFP. Tres dias después de la inyeccion final, los tejidos tumorales se crioseccionaron y
se procesaron con tincion del marcador de fibroblastos aSMA, el marcador de leucocitos CD45 y el marcador endotelial
CDg31. Las células tumorales se transfectaron previamente con RFP. Se observé la expresion de la proteina GFP en
diferentes poblaciones celulares dentro de los tejidos tumorales utilizando un microscopio 6ptico Nikon (Nikon Corp.,
Tokio). El % de células positivas para GFP en cada poblacion celular se cuantifico utilizando la imagen J de 5 imagenes
representativas de cada tipo de tincién. He aqui un ejemplo del céalculo:

% de Células CD45* GFP~+
% de células CD45+ GFP =

% de Células GFP*
Inhibicion del Crecimiento Tumoral, supresion de metastasis y analisis de supervivencia:

Se establecieron ratones que portaban aloinjertos KPC98027 RFP/Luc como se mencion6é anteriormente. Los
tratamientos se iniciaron el dia 13. A continuacién, los ratones se aleatorizaron en 6 grupos (n =5 ~ 7) de la siguiente
manera: grupo sin tratar (PBS), NP de LPD Ctrl (encapsuladas con el esqueleto de pcDNA3.1), NP de trampa contra
CXCL12/Ctrl, NP de trampa contra PD-L1/Ctrl, NP de trampa Combo y proteina trampa combo libre. Se realizaron
inyecciones intravenosas cada dos dias para un total de 4 dosis de 50 pg por plasmido/ratén. El crecimiento tumoral
se controlé mediante IVIS® Kinetics Optical System (Perkin Elmer, CA) cada cinco dias. Los aumentos de los
volumenes tumorales se calcularon como la radiancia de las intensidades y se normalizaron con el volumen tumoral
inicial (V/V0). También se controlé la supervivencia a largo plazo en ratones portadores de aloinjertos KPC98027
RFP/Luc con diferentes tratamientos (n = 7, en cada grupo de tratamiento). Los ratones fueron controlados durante
mas de dos meses. Las curvas de Kaplan-Meier y la Mediana de Supervivencia se cuantificaron y calcularon utilizando
la Image J. Para el estudio de la metastasis, los ratones con tumores se trataron con PBS (n = 5), NP de trampas
contra CXCL12 (n = 4), NP de trampa contra PD-L1 (n = 4), y trampas Combo (n = 5). Un mes después de la
inoculacion, se inyectaron a los ratones 10 mg/ml de luciferina y se sacrificaron. A continuacion, se extrajeron los
6rganos principales y los tumores, se colocaron en una solucién de luciferina (5 m/ml) y se obtuvieron imagenes para
determinar la bioluminiscencia. A continuacion, los érganos principales se fijaron y procesaron con tincién H&E para
observar la patologia de la metéstasis tumoral en cada érgano.

Ensayo ELISpot para la produccién de IFN-y: La reestimulacién de células de bazo para ratones portadores de aloinjertos
KPC98027 o KPC98027 RFP/Luc se realizd6 como se describié anteriormente. En resumen, 13 dias después de la
inoculacion del tumor, se recolectaron bazos de ratones sanos, ratones portadores de KPC98027 y KPC98027 RFP/Luc
y se separaron en suspensiones de células individuales en condiciones estériles. Siguiendo las instrucciones del ensayo
BD™ ELISPQT, las células se sembraron a 2 x 105 por pocillo en una placa de 96 pocillos recubierta con anticuerpo de
captura. A continuacioén, las suspensiones de células individuales se co-cultivaron con productos lisados de células
KPC98027, KPC98027 RFP/Luc inactivadas o productos lisados de células de bazo de ratones sanos a 37°C durante 40
h. A su debido tiempo, las células se eliminaron mediante varios pasos de lavado. La produccién de INF-y se midi6
mediante la adicion de anticuerpos de deteccion seguida de la amplificacion del producto conjugado enzimatico. Las
sefales de puntos rojos se desarrollaron con un conjunto de sustratos BD ELISpot y se calcularon manualmente.

Ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR): EI ARN total se extrajo de los tejidos tumorales utilizando un kit
RNeasy (Qiagen, Valencia, CA). El ADNc se transcribié de forma inversa utilizando el First-Strand Synthesis System para
RT-PCR (Invitrogen, Grand Island, NY). Se amplificaron cien ng de ADNc con el sistema Tagman Universal Probes
Supermix (Bio-rad, Hercules, CA). Todos los cebadores especificos de raton para las reacciones de RT-PCR se
enumeran en la Tabla 4 (Life Technologies, Grand Island, NY). Se utiliz6 GAPDH como control endégeno. Las reacciones
se realizaron con el sistema de PCR en tiempo real 7500 y los datos se analizaron con el Soporte Légico 7500.

Tabla 4

Cebador Biosistemas aplicados/Referencia
IFN-y de ratén MmO01178820_m1

IL12 a de Ratén MmO00446190_m1

TNF-a de Ratén Mm00443260_g1

IL4 de Ratén MmO00441242_m1

IL10 de Ratén MmO00441242_m1

GAPDH de Raton Mm99999915_g1
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Ensayo de citometria de flujo: Los linfocitos inmunitarios infilirantes de tumores se analizaron mediante citometria de
flujo. En resumen, los tejidos se recogieron y se digirieron con colagenasa A y ADNasa a 37°C durante 40-50 min.
Después de la lisis de los glébulos rojos, las células se dispersaron con 1 ml de PBS. Para la tincion de citocinas
intracelulares, se hizo que el tamp6n de penetracién (BD) penetrara en las células de los tejidos siguiendo las
instrucciones del fabricante. Diferentes linfocitos inmunitarios (5x10%/mL) se tifieron con los anticuerpos conjugados
con fluoresceina mencionados en la seccion anterior.

Tincion de inmunofluorescencia: Después de la etapa de desparafinizacion, recuperacion del antigeno y
permeabilizacién, las secciones de tejido se bloguearon en albdmina de suero bovino (BSA) al 1% a temperatura
ambiente durante 1 h. Los anticuerpos primarios conjugados con fluoréforos (BD, Franklin Lakes, NJ) se incubaron
durante la noche a 4°C y los nlcleos se contratifieron con medio de montaje que contenia DAPI (Vector Laboratories
Inc., Burlingame, CA). Todos los anticuerpos se diluyeron de acuerdo con el manual del fabricante. Las imagenes se
tomaron mediante microscopia de fluorescencia (Nikon, Tokio, Japon). Se analizaron cuantitativamente tres campos
microscopicos seleccionados al azar utilizando el soporte l6gico Image J.

Ensayo TUNEL: Los ensayos TUNEL se llevaron a cabo utilizando un DeadEnd Fluorometric TUNEL System
(Promega, Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los nucleos celulares que se tifieron con
fluorescencia con FITC (verde) se definieron como nucleos positivos para TUNEL. Los portaobjetos se cubrieron con
4,6-diaminidino-2-fenil-indol (DAPI) Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Los nucleos positivos para
TUNEL se controlaron mediante microscopia de fluorescencia (Nikon, Tokio, Japén). Tres campos microscépicos
seleccionados al azar se analizaron cuantitativamente utilizando Image J.

Evaluacion de morfologia H&E y analisis de quimica sanguinea: Cuatro dias después del tratamiento final del estudio
de inhibicién tumoral, todos los ratones con diferentes tratamientos se sometieron a un ensayo de toxicidad. Se
recogieron tanto sangre completa como suero. Se contaron y compararon los componentes celulares de la sangre
completa. La creatinina, el nitrogeno ureico en sangre (BUN), la aspartato aminotransferasa sérica (AST) y la alanina
aminotransferasa (ALT) en el suero se analizaron como indicadores de la funcién renal y hepatica. Los 6rganos,
incluidos el corazén, el higado, el bazo, los pulmones y los rifiones, se recogieron y se fijaron para la tincion con H&E
en el centro de histologia de la UNC para evaluar la toxicidad especifica del érgano.

Andlisis estadistico: Se realiz6 una prueba t de Student de dos colas o un andlisis de varianza de una via (ANOVA) al
comparar dos grupos o mas de dos grupos, respectivamente. El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el Soporte l6gico
Prism 5.0. Se consider6 que las diferencias eran estadisticamente significativas si el valor de p era inferior a 0,05.

Distribucion y expresion transitoria y local de ADNp (trampa o GFP) dentro del microentorno tumoral después
de la administracion de LPD con ADNp

La LPD suministra preferentemente macromoléculas, incluido ADN plasmidico, ARNip y ARNm, a los tumores para la
terapia contra el cancer. Para preparar LPD, se condensé ADN plasmidico (ADNp) con protamina cationica para formar
un nucleo complejo ligeramente aniénico. El nucleo se recubrié adicionalmente con los liposomas cationicos
preformulados (DOTAP, colesterol y DSPE-PEG). Las imagenes TEM confirman el tamafio de LPD (~70 nm) e indican
su forma esférica y distribucion homogénea (Fig. 14A). Se incorpord aproximadamente 0,1% de Dil a la membrana
lipidica de LPD como un rastreador in vivo para evaluar la biodistribucién de LPD marcada con Dil.

El modelo de tumor pancreatico KPC desmoplasico se gener6 a partir de la inyeccion ortotépica de las células
KPC98027 primarias en la cola del pancreas. Las NP de LPD marcadas con Dil se inyectaron por via intravenosa a
ratones. Veinticuatro horas después de la inyeccion, se analizé la acumulacion de NP en los érganos principales. De
acuerdo con otras NP de tamafo similar, el higado fue el principal érgano que absorbié NP de LPD (Fig. 14B). Ademas
del higado, el tumor es otro sitio importante de acumulacion de NP (Fig. 14B). Los datos de crioseccion de tejido
sugieren la distribucién dispersa de NP marcada con Dil en todos los tejidos hepaticos, con mas de 40% de las células
hepaticas marcadas (Fig. 14C). Por el contrario, solo menos de 25% de las células tumorales absorbieron las NP Dil,
y la distribucion de las NP dentro de los tumores fue heterogénea y desigual, principalmente debido a la alta presién
fluidica intersticial (IFP) y la gruesa matriz extracelular dentro del microentorno del tumor pancreatico. La distribucion
de la proteina GFP en el higado y el tumor se comparé adicionalmente como una indicacion de la eficiencia de
transfeccion del plasmido suministrado con LPD (pGFP). A pesar de la mayor acumulacién de NP en el higado, la
expresion de GFP es extremadamente baja en comparacion con los tumores (Fig. 14C). Esto se puede atribuir a que
las células de Kupffer, que se localizaron en la vecindad de los vasos sanguineos, fagocitaron de forma no especifica
las NP de LPD. La eficiencia de transfeccion del plasmido en células de Kupffer es relativamente baja. Por lo tanto,
los resultados de los autores de la presente invencién demuestran que el plasmido que encapsula LPD se puede
administrar y expresar localmente dentro del cancer de pancreas KPC.

Se realiz6 una tincién de inmunofluorescencia para determinar la acumulacién de LPD en varias poblaciones celulares
dentro de la masa tumoral en bloque (Fig. 14D). La expresion transgénica estable de RFP y anticuerpo conjugado con
fluoréforo contra aSMA, CD45 y CD31 de ratén, definié poblaciones de células tumorales, fibroblastos, leucocitos y
células endoteliales, respectivamente. Los resultados muestran que las células tumorales son una de las principales
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poblaciones celulares que captan NP; mas de 60% de las células tumorales expresaron GFP. Ademas, méas de ~30%
de los fibroblastos absorben LPD cuatro dias después de la inyeccion intravenosa de LPD con pGFP (dos dosis
diarias), lo que representa ~30% del total de células positivas para GFP. Por el contrario, la expresion de GFP en
leucocitos y célula endoteliales es insignificante, lo que confirma que los fibroblastos son los principales sitios
inespecificos del estroma para la distribucion de NP y la expresion de plasmidos. Debido a la distribucién adyacente
a las células tumorales de los fibroblastos, la expresion de la trampa secretada por los fibroblastos beneficiaria a las
células tumorales por su efecto de vecindad en lugar de un sitio inespecifico que disminuye la concentracion
terapéutica de los farmacos que se acercan a las células tumorales.

Posteriormente, la distribucion y expresion de la proteina trampa (ya sea PDL1 0 CXCL12) se evalu6 a través de ELISA
por medio de la etiqueta de His direccionable incorporada al extremo C-terminal de la trampa (Fig. 14E). También se
inyect6 y compard la proteina trampa pura (trampa contra CXCL12). Después de dos dosis diarias de la NP con plasmido
trampa y proteina trampa, los ratones se sacrificaron los dias 2, 4 y 6 y se demostro la transfeccion transitoria del plasmido
y la expresion en el tumor (Fig. 14E) en lugar de otros érganos. Por el contrario, la trampa de proteina se aclaré
rapidamente, con una concentracion significativamente mas baja en todos los 6rganos en el tiempo verificado.

Estos resultados demuestran que el vector LPD permite la expresion transitoria preferencial del plasmido trampa
dentro de los tumores, en particular, fibroblastos y células tumorales, con una expresion minima en cualquier otro
6rgano. Los autores de la presente invencion informan de que la expresion en el tumor mantiene propiedades
transitorias en las que se encuentra que la expresion dura hasta 4 dias después de la inyeccion del plasmido trampa
(Fig. 14E).

La terapia combinada con NP de LPD que encapsula el ADN de la trampa contra pCXCL12 y NP de LPD que
encapsula el ADN de la trampa contra pPD-L1 mejoré la respuesta antitumoral contra aloinjertos de KPC y
suprimid la metastasis

Estudio previo de Feig et al. sugirié que la inhibicién de la interaccion de CXCL12 con CXCR4 descubre la actividad
antitumoral de anti PD-L1 (Feig et al., Targeting CXCL12 from FAP-expressing carcinoma-associated fibroblasts
synergizes with anti-PD-L1 immunotherapy in pancreatic cancer, PNAS, 10 de diciembre de 2013; 110 (50): 20212-7).
Debido a la caracteristica de expresién local y transitoria del plasmido suministrado por el vector de LPD, los plasmidos
que codificaban la trampa contra PD-L1 y la trampa contra CXCL12 se encapsularon en el vector de LPD, por
separado, y se administraron como regimenes combinados para el tratamiento del cancer de pancreas KPC. Se
inoculd ortotopicamente KPC98027 RFP/Luc en la cola del pancreas. El programa de dosificacién de NP de LPD se
presenta en Figura 15A. Se establecieron como controles PBS, NP de LPD que encapsulan el esqueleto de pcDNA3.1
(NP Ctrl), proteinas trampa combo libres. Se evalug, A) y se cuantificd, B) el volumen de tumor correlacionado con el
nuamero de fotones emitidos por el tumor. Los resultados demostraron que la monoterapia con las NP de trampa contra
CXCL12 como con las NP de trampa contra PDL1 mostr6 una eficacia antitumoral minima a dosis bajas (Fig. 15D).
La eficacia antitumoral de la monoterapia aumentd ligeramente pero solo fue efectiva parcialmente al aumentar la
dosis (Fig. 15E). Por el contrario, el grupo de NP con trampa combo inhibi6 significativamente el crecimiento tumoral
(P <0,01) en comparacién con el grupo de PBS. El peso del tumor del grupo de combo disminuy6 drasticamente tanto
a dosis bajas como altas (Fig. 15E). Mientras tanto, la proteina trampa combo libre solo mostré un efecto anticanceroso
leve pero no significativo, lo que sugiere las ventajas de utilizar plasmido en lugar de proteina (Fig. 15A y 15B).
Adicionalmente, en un andlisis de supervivencia general después del Ultimo dia de tratamiento, la mediana de
supervivencia mejoré en la terapia de NP con trampa combo (63,5 dias) en comparacién con otros grupos de
tratamiento (40,5, 49, 47, 50 dias para los grupos con PBS, NP Ctrl, NP de trampa contra CXCL12 y NP de trampa
contra PDL1, respectivamente; Fig. 15C), transmitiendo no solo un potente efecto terapéutico sino también una
respuesta general duradera. Esto es compatible con la observacién de Feig et al. que habian utilizado una combinacion
de un antagonista de CXCR4 y un anticuerpo anti-PD-LI para inhibir el crecimiento del tumor KPC (Feig et al., Targeting
CXCL12 from FAP-expressing carcinoma-associated fibroblasts synergizes with anti-PD-L1 immunotherapy in
pancreatic cancer, PNAS, 10 de diciembre de 2013; 110 (50): 20212-7). Los datos de la Fig. 15 sugirieron que las NP
de trampa contra CXCL12 combinadas con NP de trampa contra PD-L1 de hecho exhibieron una eficacia antitumoral
superior en el modelo de ratén con tumor KPC desmoplasico.

Adicionalmente, se control6 la metastasis de tumores en 6rganos principales un mes después de la inoculacion de
aloinjertos de KPC. De acuerdo con los pacientes que tienen adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), el higado y
el pulmén son los principales sitios de metastasis para los modelos KPC ortot6picos (Fig. 16A). También se observaron
tumores en bazo y riidn debido a la invasion dentro de la cavidad peritoneal. La histologia muestra grandes n6dulos
de metéstasis en el pulmén, el bazo y el higado del grupo de control (Fig. 16B). La monoterapia puede suprimir
levemente la metastasis tumoral, solo la terapia combo pudo inhibir significativamente o incluso anular la metastasis.
(Fig. 16A y 16B). Por lo tanto, era evidente que la estrategia de NP de trampa combo era capaz de reducir la
metéstasis tumoral.

La infiltracion mejorada de células T al microentorno tumoral explica el efecto antitumoral superior de las NP
de trampa combo

La respuesta de las células T especificas de las células cancerosas fue referida anteriormente en el modelo KPC y se
confirm6 adicionalmente en el presente documento mediante el Ensayo ELISpot (Fig. 17A). La Fig. 17A muestra los
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datos del ensayo ELISpot de INF-y utilizando esplenocitos de animales portadores de tumores. El extracto de células
KPC, con o sin los marcadores RFP/Luc transfectados, podria estimular la secrecion de IFN-y por los esplenocitos,
pero no asi los extractos de esplenocitos normales. Los datos indican que el tumor KPC podria inducir una respuesta
de células T especifica del tumor. La respuesta inmunitaria observada en los ratones portadores de tumores no estaba
dirigida a la luciferasa o a los marcadores de fluorescencia roja, sino a los antigenos asociados a tumores aun por
identificar. Sin embargo, la ausencia de un aumento significativo en las células T CD8+ secretoras de IFN-y de los
bazos de ratones tratados con NP de trampa contra PD-L1 y NP de trampa contra CXCL12 (ya sea con monoterapia
0 con terapia combo) indica que el efecto antitumoral de las NP de trampa combo no se logré mediante el cebado
sistémico mejorado de las células T CD8+ especificas del cancer (Fig. 17B). Dado que las actividades de ELISpot
eran relativamente débiles (Fig. 17A y 17B), una vacuna que pudiera potenciar la actividad de los linfocitos T
citotéxicos especificos del cancer mejoraria aln mas la actividad terapéutica de las trampas.

Para determinar si el efecto inmunoterapéutico fue causado por una mayor acumulacion de células T entre las células
cancerosas, la distribucién de las células T (CD3*) en el pancreas se demostré mediante inmunofluorescencia (Fig.
18A). Se demostré que las células T estaban ubicadas principalmente en el limite entre el tumor y el tejido pancreatico
normal en el control de PBS. Se encontraron pequefias cantidades de células T en la regién del tumor, pero estaban
ubicadas en el area del estroma. El pancreas de los animales tratados con la trampa contra PD-L1 mostrd cierta
penetracion de células T en la regién del tumor, pero los tratados con NP de trampa contra CXCL12 (con o sin la NP
de trampa contra PD-L1) mostraron una extensa infiltracion de células T en la regién del tumor. La localizacién de las
células T en la region del tumor se cuantifica en la Figura 18B. Los tumores se recogieron adicionalmente y se
dispersaron en células individuales. Las células CD3*CD8* se analizaron con citometria de flujo (Fig. 18C). Los
resultados, nuevamente, confirman que las células T CD8* aumentaron significativamente en los tumores de los
ratones tratados con NP de trampa combo. Por lo tanto, los autores de la presente invencion concluyeron que la
trampa contra CXCL12, en lugar de la trampa contra PD-L1, fue el factor principal que mejoro la infiltracion de células
T. Adicionalmente, se evalu6 el papel de las células T CD8* en la terapia con NP de trampa combo mediante el
agotamiento de células T CD8~ utilizando anticuerpos monoclonales contra CD8 (Fig. 18D y 18E). Se demostr6 que
las NP de trampa combo ralentizaban significativamente el crecimiento tumoral, pero no cuando se eliminaban las
células T CD8. Colectivamente, la infiltracibn mejorada de células T en el microentorno tumoral es una de las
principales razones que dan como resultado el efecto antitumoral superior de las NP de trampa combo.

Cambios en las células inmunitarias infiltrantes de tumores y niveles de citocinas en el microentorno tumoral

Para dilucidar adicionalmente por qué la estrategia con NP de trampa combo podria mejorar de manera eficiente la
infiltracién y acumulacién de células T alrededor de las células tumorales, los autores de la presente invencion
evaluaron a continuacién los cambios de los distintos subconjuntos mieloides relacionados y las citocinas en el
microentorno tumoral después de diferentes tratamientos con NP de trampa, que participan en una complicada red de
interaccion para enmascarar la actividad antitumoral de las células T CD8+.

Dado que los subconjuntos inmunosupresores, tales como las células T reguladoras (Treg), las células supresoras
derivadas de mieloides (MDSC) y los macréfagos asociados a tumores (TAM) son los productos infilirados mieloides
dominantes dentro de los modelos PDAC desmoplasicos, los autores de la presente invencion examinaron la
acumulacion de estas células inmunosupresoras dentro de los microentornos tumorales tanto por citometria de flujo
como por inmunotincién de secciones tumorales. Las MDSC se verificaron como el primer subconjunto regulador.
Como se muestra en Figura 19A y 19B, los porcentajes de MDSC en el grupo de trampa sola (ya sea trampa contra
CXCL12 o trampa contra PDL1) y el grupo combinado fueron mucho mas bajos que los de los grupos de control. Dado
que las MDSC pueden establecer tolerancia inmunoldgica mediante la induccién del desarrollo de Treg, el bloqueo de
MDSC puede conducir a la inhibicién de Treg. Por lo tanto, los autores de la presente invencion detectaron el
porcentaje de Treg en los tejidos tumorales, como se muestra en Figura 19A y 19B. De acuerdo con las tendencias
de MDSC, el grupo tratado con NP de trampa contra CXCL12 y el grupo combinado exhibieron menos células Treg
que los grupos de control. Sin embargo, las NP de trampa contra PD-L1 aumentaron ligeramente la infiltracién de
células T, lo que también fue observado por Feig. et al utilizando el inhibidor del punto de control PD-L1 (Feig et al.,
Targeting CXCL12 from FAP-expressing carcinoma-associated fibroblasts synergizes with anti-PD-L1 immunotherapy
in pancreatic cancer, PNAS, 10 de diciembre de 2013; 110 (50): 20212-7). Lo mas probable es que esto se deba al
hecho de que la interaccion PD-L1/PD1 regula negativamente la proliferacién y activacion de Treg al controlar la
fosforilacion de STAT-5. El macréfago es otro componente importante del microentorno inmunitario tumoral supresor.
Como se muestra en Figura 19A, tanto la monoterapia con PD-L1 como la terapia combo pueden disminuir
significativamente los macrofagos acumulados y convertirlos de manera eficiente en macréfagos favorables al estado
M1 (Fig. 19B). Por lo tanto, hubo una remodelacion significativa del TME supresor por las trampas a favor de la terapia.

Para correlacionar la observacién de subconjuntos inmunosupresores con el nivel de CXCL12 y PD-L1, a continuacion,
los autores de la presente invencion probaron la eficiencia neutralizante de las NP con trampa suministradas por via
intravenosa (Fig. 20A y 20B). Se demostré que las NP con trampa contra CXCL12, pero no las NP con trampa contra
PD-L1, pueden neutralizar de manera eficiente la CXCL12 secretada intratumoralmente, lo que conduce a una
disminucion sustancial de la proteina detectada por un anticuerpo primario anti-CXCL12 y, posteriormente, inhibe la
infiltracion de MDSC y Treg a través de la interaccién mediada por CXCL12/CXCR4. Mientras que el nivel general de
PD-L1 no solo disminuyé al aplicar NP de trampa contra PD-L1, sino que también se vio afectado parcialmente por el
tratamiento con trampa contra CXCL12. Esto probablemente se deba al hecho de que las células mieloides pueden
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inducir la expresién de PD-L1 en células tumorales de una manera dependiente del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR)/proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK). Por lo tanto, el reclutamiento reducido de
células mieloides por CXCL12 disminuy6 el nivel de PD-L1. El agotamiento eficiente de las células MDSC y Treg
facilita posteriormente la infiltracién de células T efectoras dentro del microentorno tumoral, lo que explica la eficacia
antitumoral superior.

A continuacion, los autores de la presente invencion verificaron los niveles de citocinas en el tejido tumoral local para
ver si el grupo de combo podia o no revertir el microentorno supresor como lo muestran los niveles de citocinas (Fig.
21).IL-4 e IL-10 se conocen como citocinas Th-2 que son criticas para la inmunosupresion para promover la metastasis
del cancer. Por su parte, IFN-y, IL-12a y TNF-a (consideradas como citocinas Th-1) son las citocinas secretadas por
las células T citotoxicas que facilitan la destruccién y lucha de las células T contra la progresién tumoral. En el grupo
de monoterapia con NP de trampa contra CXCL12, aunque IL-12a e IFN-y aumentaron e IL-4 disminuyé
sustancialmente, IL-10 siguié aumentando, lo que sugiere un microentorno ligeramente supresor. De manera similar,
en el grupo con NP de trampa contra PD-L1, a pesar del aumento del nivel de las citocinas Th1 en general, las citocinas
supresoras permanecen constantemente altas. Sin embargo, en el grupo combinado, tanto IL-4 como IL-10 se
redujeron significativamente. Mientras tanto, IL-12a, TNF-a e IFN-y aumentaron drasticamente, lo que indica un
cambio de fenotipo M2 a M1 a un microentorno inmunoestimulante. En consecuencia, esto activaria el reclutamiento
de linfocitos para que actien como depuradores, facilitaria la presentacion del antigeno tumoral y daria como resultado
una destruccion especifica del tumor intensificada mediada por células T citotéxicas.

Cambios en los vasos tumorales y los fibroblastos asociados a tumores

Los fibroblastos asociados a tumores (TAF) y la angiogénesis impiden la infiltracién de linfocitos T citotoxicos en el
tejido tumoral. El efecto de las NP con trampa sobre los TAF se investigé mediante la tincién de a-actina de muasculo
liso (aSMA), un marcador de TAF, y CD31, un marcador de la vasculatura. La densidad y la fluorescencia media se
detectaron mediante microscopia de fluorescencia. Se seleccionaron al azar cinco campos microscopicos para el
andlisis. Como se muestra en Figura 22A, la densidad de CD31 en los grupos mono y combo fue menor que la del
grupo de control. El grupo de combo, en particular, demuestra una normalizacién sustancial de los vasos sanguineos
(Fig. 22B). El vaso sanguineo se descomprimié significativamente y, posteriormente, aumenté la perfusién de NP y
se extendié la distribucion después de mudltiples tratamientos con la trampa combo (Fig. 23). El vaso sanguineo
normalizado es el resultado de la liberacién de IFP, que se debe principalmente a la disminucién del estroma y la
densidad celular.

Por lo tanto, a continuacioén, los autores de la presente invencién evaluaron la densidad de fibroblastos. Se demostré
que el grupo de NP con trampa combo exhibié la densidad mas baja de aSMA. Curiosamente, los autores de la
presente invencion descubrieron que solo la trampa contra CXCL12, pero no la trampa PD-L1, da como resultado la
disminucion de aSMA tanto en la monoterapia como en la terapia combo (Fig. 22A y 22B). Consecuentemente, los
autores de la presente invencion observaron que el coldgeno, una de las principales matrices extracelulares
secretadas por los fibroblastos, se redujo drasticamente tanto en el grupo tratado con NP de trampa contra CXCL12
como con NP de trampa combo (Fig. 24). Por lo tanto, los autores de la presente invencion concluyeron que las NP
de la trampa contra CXCL12 no solo aumentaron la infiltracion de células T, descubrieron la eficacia antitumoral de la
trampa contra PD-L1 al ajustar el microentorno inmunolégico supresor, sino también agotaron el contenido de
fibroblastos y colageno. Dado que los fibroblastos se consideran la principal fuente de CXCL12 en el microentorno
tumoral de KPC, un bucle autocrino mediado por CXCR4 puede explicar la disminucién de fibroblastos y la
remodelacion del estroma.

Evaluacion de la toxicidad para los diferentes tratamientos y analisis de quimica sanguinea

Los resultados de la evaluacién de patologia toxicol6gica demostraron que no hubo cambios morfoldgicos notables en
el corazén, el higado, el bazo, los pulmones y los rifiones para las NP en monoterapia y de trampa combo (Fig. 25).
Sin embargo, se detectaron vacuolizacion celular, células degenerativas descamadas y necrosis focal en tejidos
hepaticos y renales de ratones en los grupos con PBS y NP Ctrl, lo que sugiere dafios hepaticos y renales graves, que
muy probablemente se debieron a la carga tumoral. Consecuentemente, el analisis del valor bioquimico del suero
demostré toxicidad hepatica (AST y ALT) o renal (creatinina y BUN) causada por la progresion del tumor en estos dos
grupos, pero no en los ratones tratados con NP de trampa combo (Tabla 6). Ademas, los recuentos de células
sanguineas completos (Tabla 5) permanecen constantes dentro de los intervalos normales para todos los grupos, lo
que sugiere que no se produce anemia o inflamacién sistémica después de los tratamientos.

Tabla 5. Recuentos completos de células de ratones tratados con diferentes grupos

NUm. Muestra GB LINF GRAN MONO | HCT GR HGB PLAC
Sano 58+0,1 |3,8+0,6 |1,1+0,3 |0,8+0,3 46,2+3,1|9,8+1,0 |14,9+1,3|1036,0+92,7
PBS 5,5+0,7 |3,7+0,4 |1,3+0,2 0,6+0,1 42,7+0,8|9,5+0,2 |14,0+0,4 |1159,5+34,7

Trampa de proteinas 6,3t0,2 4,0£0,6 |1,6£0,4 |0,7£0,1 46,8+0,3 | 10,2+0,1 [14,94£0,3 | 1220,5+46,7
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Num. Muestra GB LINF GRAN MONO HCT GR HGB

PLAC

NP de Trampa combo | 5,8+1,2 3,1+0,7 2,1+0,3 |0,6+0,2 |41,7+0,7|9,240,2 |13,6+0,3 |1182,3+25,8
NP Citrl 58+1,2 |1,4+0,2 |1,8+0,9 0,6+0,3 38,1+1,9/8,6%0,3 |12,5+0,6 |951,0+13,1

* Los nimeros en negrita indican que el valor esta por encima del intervalo normal

Tabla 6. Analisis del valor bioquimico en suero

Num. Muestra BUN mg/dI Creatinina mg/dL AST U/L
Salud 22,042,5 0,2+0,0 186,7430,2
PBS 24,0+4,8 0,4+0,1 360,0158,8
Trampa de proteinas 33,0+2,5 0,2+0,0 134,0+8,2
NP de trampa combo 26,0+2,5 0,2+0,0 173,3+23,1
NP Ctrl 30,040,2 0,4+0,0 406,0+124,1

* Los nimeros en negrita indican que el valor esta por encima del intervalo normal

ALT U/L
24,7+10,6
68,0+3,6
21,0+8,9
28,0+8,6
74,0+4,8

Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de

conocimiento practico de los expertos en la técnica a la que pertenece esta invencion.
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<220>

<223> CDR-H2 de Trampa contra CXCL12-VH/VL-4

<400> 20

1

<210> 21
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR-H3 de Trampa contra CXCL12-VH/VL-4

<400> 21

Asp Gln Gly Leu Asn Tyr Gly Ser Leu Phe Asp Tyr

1

<210> 22
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Tyr

val

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Lys

Thr

Thr

85

Gly

5

5

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

ES 2907 486 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Lys

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

Ile

10

10

10

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Trp

Arg

55

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Val

15

Tyr

Leu

Ser

Gln

Pro

15

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Ala Leu Trp Gly Ser Gly Gly Thr Glu Tyr Asn Ser Asn Leu Lys Ser
5
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15

20

25

30

35

40

<220>

ES 2907 486 T3

<223> CDR-L1 de Trampa contra CXCL12-VH/VL-4

<400> 22

Arg Ala Ser Glu Ser Ile Ser Tyr Ser Leu Ser

1

<210> 23
<11>7
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> CDR-L2 de Trampa contra CXCL12-VH/VL-4

<400> 23

Asn Ala Val Lys Leu Glu Ser

1

<210> 24
<211>9
<212> PRT

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> CDR-L3 de Trampa contra CXCL12-VH/VL-4

<400> 24

Lys Gln Tyr Trp Asn Thr Pro Phe Thr

1

<210> 25
<211> 690
<212> ADN

5

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Trampa contra PD-L1

<400> 25
atgaaatggg

ggtccgecta
acatgcagct
agcaatcaga
agccegtttte
gcacgtcgta
cagattaaag
caaccgcaac
gaggaagacc
ctgcaggcce
agaatcatcg

ggcagccacce

<210> 26
<211> 228
<212> PRT

tcacctttat
cctttagtcece
ttagcaatac
ccgataaact
gtgttaccca
atgatagcgg
aaagcctgceg
cgaaaccgca
cctgtgectg
tgaccaggaa
cggcegetgg

accaccatca

<213> Secuencia artificial

cagcctgetg
ggcactgctg
cagcgaaagc
ggcagcattt
gctgecgaat
cacctatctg
tgcagaactg
gccgaaacceg
tgagtccata
gctggaagcet
cgccectgtg

ccactgatga

ttcectgtteca
gttgttaccg
tttgttctga
ccggaagatce
ggtcgtgatt
tgtggtgcaa
cgtgtgaccg
gaaccggaac
ctgaaatttg
gtgageggge

ccttatcctg

gcagcgcecta
aaggtgataa
attggtatcg
gtagccagcece
ttcatatgag
ttagcctgge
aacgtcgtge
cgcaaccgca
aggccaaggt
ggctggetgt

atcccctgga

56

cagcggatcce
tgcaaccttt
tatgagcccg
tggtcaggat
cgttgttegt
accgaaagca
agaaggcccg
aggcggttct
ggagggtctg
cctggagaac

acctagaggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

690
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15

<220>
<223> Trampa contra PD-L1

<400> 26

Met

1

Tyr

Thr

Glu

Asp

Ser

Ser

Ala

Glu

Lys

145

Glu

vVal

Gly

Pro

His
225

Lys

Ser

Glu

Ser

50

Lys

Arg

val

Ile

Leu

130

Pro

Glu

Glu

Arg

Val

210

His

<210> 27

<211>117

Trp

Gly

Gly

35

Phe

Leu

Phe

Val

Ser

115

Arg

Gln

Asp

Gly

Leu

195

Pro

His

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 27

ES 2907 486 T3

Val Thr Phe Ile Ser Leu Leu Phe
5 10

Ser Gly Pro Pro Thr Phe Ser Pro
20 25

Asp Asn Ala Thr Phe Thr Cys Ser
40

Val Leu Asn Trp Tyr Arg Met Ser
55

Ala Ala Phe Pro Glu Asp Arg Ser
70 75

Arg Val Thr Gln Leu Pro Asn Gly
85 90

Arg Ala Arg Arg Asn Asp Ser Gly
100 105

Leu Ala Pro Lys Ala Gln Ile Lys
120

Val Thr Glu Arg Arg Ala Glu Gly
135

Pro Lys Pro Glu Pro Glu Pro Gln
150 155

Pro Cys Ala Cys Glu Ser Ile Leu
165 170

Leu Leu Gln Ala Leu Thr Arg Lys
180 185

Ala Val Leu Glu Asn Arg Ile Ile
200

Tyr Pro Asp Pro Leu Glu Pro Arg
215

His

Leu

Ala

Phe

Pro

60

Gln

Arg

Thr

Glu

Pro

140

Pro

Lys

Leu

Ala

Gly
220

57

Phe

Leu

Ser

45

Ser

Pro

Asp

Tyr

Ser

125

Gln

Gln

Phe

Glu

Ala

205

Gly

Ser

Leu

Asn

Asn

Gly

Phe

Leu

110

Leu

Pro

Gly

Glu

Ala

190

Ala

Ser

Ser

15

Val

Thr

Gln

Gln

His

95

Cys

Arg

Gln

Gly

Ala

175

val

Gly

His

Ala

Val

Ser

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

Pro

Ser

160

Lys

Ser

Ala

His



10

Pro Pro

Ala Thr

Asn Trp

Phe Pro

50
Thr Gln

65

Arg Arg

Pro Lys

Glu Arg

<210> 28
<211>130

Thr

Phe

Tyr

35

Glu

Leu

Asn

Ala

Arg
115

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 28

Phe

Thr
20

Arg

Asp

Pro

Asp

Gln

100

Ala

Pro Gly Trp Phe

1

Phe Ser

Thr Cys

Arg Met
50

Asp Arg
65

Pro Asn

Asp Ser

Gln Ile

Ala Glu
130

<210> 29

Pro

Ser

35

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys
115

Ala

20

Phe

Pro

Gln

Arg

Thr

100

Glu

Ser

Cys

Met

Arg

Asn

Ser

85

Ile

Glu

Leu

Leu

Ser

Ser

Pro

Asp

85

Tyr

Ser

Pro

Ser

Ser

Ser
Gly
70

Gly

Lys

Asp

Leu

Asn

Asn

Gly

70

Phe

Leu

Leu

Ala

Phe

Pro

Gln

55
Arg

Thr

Glu

Ser

Val

Thr

Gln

55

Gln

His

Cys

Arg

Leu

Ser

Ser

40

Pro

Asp

Tyr

Ser

Pro

Val

Ser

40

Thr

Asp

Met

Gly

Ala
120

ES 2907 486 T3

Leu

Asn

25

Asn

Gly

Phe

Leu

Leu
105

Asp

Thr

25

Glu

Asp

Ser

Ser

Ala

105

Glu

val

10

Thr

Gln

Gln

His

Cys

90

Arg

Arg

10

Glu

Ser

Lys

Arg

Val

90

Ile

Leu

vVal

Ser

Thr

Asp

Met
75

Gly

Ala

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

75

val

Ser

Arg

Thr

Glu

Asp

Ser

60
Ser

Ala

Glu

Trp

Asp

Val

Ala

60

Arg

Arg

Leu

Val

58

Glu

Ser

Lys

45

Arg

vVal

Ile

Leu

Asn

Asn

Leu

45

Ala

Val

Ala

Ala

Thr
125

Gly

Phe

30

Leu

Phe

val

Ser

Arg
110

Pro

Ala

30

Asn

Phe

Thr

Arg

Pro

110

Glu

Asp

15

Val

Ala

Arg

Arg

Leu

95

val

Pro

15

Thr

Trp

Pro

Gln

Arg

95

Lys

Arg

Asn

Leu

Ala

val

Ala
80

Ala

Thr

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

80

Asn

Ala
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<211> 143
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 29
Leu Asp Ser Pro Asp

1 5

Leu Leu Val Val Thr
20

Ser Asn Thr Ser Glu
35

Ser Asn Gln Thr Asp
50

Pro Gly Gln Asp Cys
65

Asp Phe His Met Ser
85

Tyr Leu Cys Gly Ala
100

Ser Leu Arg Ala Glu
115

Thr Ala His Pro Ser
130

<210> 30

<211> 117

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 30
Ser Leu Thr Phe Tyr
1 5

Ala Thr Phe Thr Cys
20

Asn Trp Asn Arg Leu
35

Phe Cys Asn Gly Leu
50

Arg

Glu

Ser

Lys

Arg

70

val

Ile

Leu

Pro

Pro

Ser

Ser

Ser

Pro

Gly

Phe

Leu

Phe

val

Ser

Arg

Ser
135

Ala

Leu

Pro

Gln
55

Trp

Asp

Val

40

Ala

Arg

Arg

Leu

Val

120

Pro

Trp

Ser

Ser

40

Pro

ES 2907 486 T3

Asn

Asn

25

Leu

Ala

val

Ala

Ala

105

Thr

Arg

Leu

Asn

25

Asn

val

Pro

10

Ala

Asn

Phe

Thr

Arg

Pro

Glu

Pro

Thr

10

Trp

Gln

Gln

Pro

Thr

Trp

Pro

Gln

75

Arg

Lys

Arg

Ala

Val

Ser

Thr

Asp

Thr

Phe

Tyr

Glu

Leu

Asn

Ala

Arg

Gly
140

Ser

Glu

Glu

Ala
60

59

Phe

Thr

Arg

45

Asp

Pro

Asp

Gln

Ala

125

Gln

Glu

Asp

Lys

45

Arg

Ser

Cys

30

Met

Arg

Asn

Ser

Ile

110

Glu

Phe

Gly

Leu

30

Gln

Phe

Pro

15

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

vVal

Gln

Ala

15

Met

Ala

Gln

Ala

Phe

Pro

Gln

80

Thr

Glu

Pro

Asn

Leu

Ala

Ile
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15

Ile Gln Leu Pro Asn

65

Arg Arg Asn Asp Ser

85

Pro Lys Ala Lys Ile

100

Glu Arg Ile Leu Glu

<210> 31

<211> 147

115

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 31
Ser Gly Trp Leu

1

Phe

Thr

Arg

Gly

Pro

Asp

Lys

Leu

Arg
145

Tyr

Cys

Leu

Leu

Asn

Ser

Ile

Glu

130

Phe

<210> 32

<211>143

Pro Ala
20

Ser Leu
35

Ser Pro

Ser Gln

Leu

Trp

Ser

Ser

Pro

Arg His Asp

Gly Ile
100

Glu Glu
115

Thr Ser

Gln

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 32

85

Tyr

Ser

Thr

ES 2907 486 T3

Arg His Asp Phe

70

Gly Ile Tyr Leu

Glu Glu Ser Pro

Glu

Leu

Asn

Asn

Val

70

Phe

Leu

Pro

val

Thr

Trp

Gln

55

Gln

His

Cys

Gly

Tyr
135

Pro

Val

Ser

40

Thr

Asp

Met

Gly

Ala

120

Pro

105

Asn

Ser

25

Glu

Glu

Ala

Asn

Ala

105

Glu

Ser

His Met Asn Ile Leu

Cys
90

Gly

Gly

10

Glu

Asp

Lys

Arg

Ile

90

Ile

Leu

Pro

75

Gly Ala Ile Ser

Ala Glu Leu Val

Pro

Gly

Leu

Gln

Phe

75

Leu

Ser

Val

Ser

Trp

Ala

Met

Ala

60

Gln

Asp

Leu

Val

Pro
140

60

Arg

Asn

Leu

45

Ala

Ile

Thr

His

Thr

125

Lys

110

Ser

Ala

30

Asn

Phe

Ile

Arg

Pro

110

Glu

Pro

Asp

Leu

Val

Leu

15

Thr

Trp

Cys

Gln

Arg

95

Lys

Arg

Glu

Thr
80

His

Thr

Thr

Phe

Asn

Asn

Leu

80

Asn

Ala

Ile

Gly
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Leu

Trp

Ser

Ser

Pro

65

Asp

Tyr

Ser

Thr

Glu

Leu

Asn

Asn

50

Val

Phe

Leu

Pro

Arg
130

<210> 33

<211> 117

Val

Thr

Trp

35

Gln

Gln

His

Cys

Gly

115

Tyr

<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 33

Pro
1

Ala

Asn

Phe

vVal

65

Arg

Pro

Glu

Leu

Thr

Trp

Cys

50

Gln

Arg

Lys

Arg

<210> 34

Pro

Val

20

Ser

Thr

Asp

Met

Gly

100

Ala

Pro

Asn

Ser

Glu

Glu

Ala

Asn

85

Ala

Glu

Ser

Thr Phe Ser

Phe

Tyr
35
Asn

Leu

Asn

Ala

Ile
115

Thr
20

Arg

Gly

Pro

Asp

Gln

100

Leu

5

Cys

Leu

Tyr

Asn

Ser

85

Ile

Glu

Gly

Glu

Asp

Lys

70

Ile

Ile

Leu

Pro

Pro

Ser

Ser

Ser

Gly

70

Gly

Lys

Pro

Gly

Leu

Gln

55

Phe

Leu

Ser

val

Ser
135

Thr

Phe

Pro

Gln

His

Ile

Glu

Trp

Ala

Met

40

Ala

Gln

Asp

Leu

val

120

Pro

Trp

Ser

Ser
40
Pro

Asp

Tyr

Ser

ES 2907 486 T3

Arg

Asn

25

Leu

Ala

Ile

Thr

His

105

Thr

Lys

Leu

Asn

25

Asn

Val

Phe

Leu

Pro
105

Ser

10

Ala

Asn

Phe

Ile

Arg

Pro

Glu

Pro

Thr
10

Trp

Gln

Arg

His

Cys

90

Gly

Leu

Thr

Trp

Cys

Gln

75

Arg

Lys

Arg

Glu

Val

Ser

Thr

Asp

Met

75

Gly

Ala

Thr

Phe

Asn

Asn

60

Leu

Asn

Ala

Ile

Gly
140

Ser

Glu

Glu

Ala

Asn

Ala

Glu

61

Phe

Thr

Arg

45

Gly

Pro

Asp

Lys

Leu

125

Arg

Glu

Asp

Lys
45
Arg

Ile

Ile

Leu

Tyr

Cys

30

Leu

Leu

Asn

Ser

Ile

110

Glu

Phe

Gly

Leu

30

Gln

Phe

Leu

Ser

Val
110

Pro

15

Ser

Ser

Ser

Arg

Gly

Glu

Thr

Gln

Ala
15

Lys

Ala

Gln

Asp

Leu

95

Val

Ala

Leu

Pro

Gln

His

80

Ile

Glu

Ser

Asn

Leu

Ala

Ile

Ala

80

Pro

Thr
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<211>143

<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 34
Leu Glu Val Leu

1

Trp

Ser

Ser

Pro

65

Asp

Tyr

Ser

Thr

Leu

Asn

Asn

50

Val

Phe

Leu

Pro

Arg
130

<210> 35

<211> 220

Thr

Trp

35

Gln

Arg

His

Cys

Gly

115

Tyr

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 35

val

20

Ser

Thr

Asp

Met

Gly

100

Ala

Pro

Asn

Ser

Glu

Glu

Ala

Asn

85

Ala

Glu

Arg

Lys

Glu

Asp

Lys

70

Ile

Ile

Leu

Pro

Pro

Gly

Leu

Gln

55

Phe

Leu

Ser

Val

Ser
135

Trp

Ala

Lys

40

Ala

Gln

Asp

Leu

Val

120

Pro

ES 2907 486 T3

Arg

Asn

25

Leu

Ala

Ile

Ala

Pro

105

Thr

Lys

Pro

10

Ala

Asn

Phe

Val

Arg

Pro

Glu

Pro

Leu

Thr

Trp

Cys

Gln

75

Arg

Lys

Arg

Glu

Thr

Phe

Tyr

Asn

60

Leu

Asn

Ala

Ile

Gly
140

62

Phe

Thr

Arg

45

Gly

Pro

Asp

Gln

Leu

125

Gln

Ser

Cys

30

Leu

Tyr

Asn

Ser

Ile

110

Glu

Phe

Pro

15

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Lys

Thr

Gln

Thr

Phe

Pro

Gln

His

80

Ile

Glu

Pro



Phe

Asn

Ala

Phe

Gln

65

Leu

Met

Asn

Val

Ala

145

Thr

Ser

Phe

Pro

Thr

Met

Ala

val

50

Arg

Gln

Ile

Ala

Thr

130

Glu

Thr

Thr

Arg

Glu
210

<210> 36

<211> 200

vVal

Thr

Leu

35

His

Ala

Ile

Ser

Pro

115

Ser

Val

Thr

Leu

Arg

195

Leu

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 36

Thr

Ile

Ile

Gly

Arg

Thr

Tyr

100

Tyr

Glu

Ile

Thr

Arg

180

Leu

Pro

val

Glu

Val

Glu

Leu

Asp

85

Gly

Asn

His

Trp

Asn

165

Ile

Asp

Leu

Pro

Cys

Tyr

Glu

Leu

70

Val

Gly

Lys

Glu

Thr

150

Ser

Asn

Pro

Ala

Lys

Lys

Trp

Asp

55

Lys

Lys

Ala

Ile

Leu

135

Ser

Lys

Thr

Glu

His
215

Asp

Phe

Glu

40

Leu

Asp

Leu

Asp

Asn

120

Thr

Ser

Arg

Thr

Glu

200

Pro
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Leu

Pro

Met

Lys

Gln

Gln

Tyr

105

Gln

Cys

Asp

Glu

Thr

185

Asn

Pro

Tyr

10

Val

Glu

Val

Leu

Asp

90

Lys

Arg

Gln

His

Glu

170

Asn

His

Asn

val

Glu

Asp

Gln

Ser

75

Ala

Arg

Ile

Ala

Gln

155

Lys

Glu

Thr

Glu

Val

Lys

Lys

His

60

Leu

Gly

Ile

Leu

Glu

140

Val

Leu

Ile

Ala

Arg
220

63

Glu

Gln

Asn

45

Ser

Gly

Val

Thr

val

125

Gly

Leu

Phe

Phe

Glu
205

Tyr

Leu

Ile

Ser

Asn

Tyr

Val

110

Val

Tyr

Ser

Asn

Tyr

190

Leu

Gly

15

Asp

Ile

Tyr

Ala

Arg

95

Lys

Asp

Pro

Gly

vVal

175

Cys

val

Ser

Leu

Gln

Ala

80

Cys

Vval

Pro

Lys

Lys

160

Thr

Thr

Ile



Leu

Ser

Leu

Pro

Lys

65

Tyr

Thr

Lys

Tyr

Thr

145

Leu

Asn

Gln

Phe

Asn

Gly

His

50

Ala

Gln

Leu

val

Pro

130

Ser

Arg

Thr

Met

<210> 37

<211> 219

Thr

vVal

Ala

35

Arg

Ser

Cys

Lys

Pro

115

Leu

His

Leu

His

Glu
195

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 37

vVal

Thr

20

Ile

Glu

Phe

Ile

val

100

Glu

Ala

Ser

Lys

Val

180

Pro

Thr

Leu

Thr

Arg

His

Ile

85

Lys

Thr

Glu

Arg

Pro

165

Arg

Arg

Val

Glu

Ala

Ala

Ile

70

Ile

Ala

Asp

Val

Thr

150

Pro

Glu

Thr

Pro

Cys

Ser

Thr

55

Pro

Tyr

Ser

Glu

Ser

135

Pro

Pro

Leu

His

Lys

Asn

Leu

40

Leu

Gln

Gly

Tyr

vVal

120

Trp

Glu

Gly

Thr

Pro
200
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Glu

Phe

25

Gln

Leu

Val

Val

Arg

105

Glu

Pro

Gly

Arg

Leu
185

Leu

10

Asp

Lys

Glu

Gln

Ala

90

Lys

Leu

Asn

Leu

Asn

170

Ala

Tyr

Thr

vVal

Glu

val

75

Trp

Ile

Thr

Val

Tyr

155

Phe

Ser

Ile

Gly

Glu

Gln

60

Arg

Asp

Asn

Cys

Ser

140

Gln

Ser

Ile

64

Ile

Ser

Asn

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gln

125

Val

Val

Cys

Asp

Glu

His

30

Asp

Pro

Glu

Lys

His

110

Ala

Pro

Thr

Val

Leu
190

His

15

Val

Thr

Leu

Gly

Tyr

95

Ile

Thr

Ala

Ser

Phe

175

Gln

Gly

Asn

Ser

Gly

Gln

80

Leu

Leu

Gly

Asn

val

160

Trp

Ser



Phe

Asn

Leu

Phe

Gly

65

Leu

Ile

Asn

Thr

Glu

145

Ser

Ser

Trp

Glu

Thr

Val

Ala

val

50

Arg

Gln

Ile

Ala

Ser

130

Val

val

Leu

Arg

Leu
210

<210> 38

<211> 200

Ile

Thr

Leu

35

Ala

Ala

Ile

Ser

Pro

115

Glu

Ile

Thr

Arg

Ser

195

Pro

<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 38

Thr

Met

val

Gly

Ser

Thr

Tyr

100

Tyr

His

Trp

Thr

val

180

Gln

Ala

Ala

Glu

Val

Glu

Leu

Asp

85

Gly

Arg

Glu

Thr

Ser

165

Asn

Pro

Thr

Pro

Cys

Tyr

Glu

Pro

70

Val

Gly

Lys

Leu

Asn

150

Arg

Ala

Gly

His

Lys

Trp

Asp

55

Lys

Lys

Ala

Ile

Ile

135

Ser

Thr

Thr

Gln

Pro
215

Asp

Phe

Glu

40

Leu

Asp

Leu

Asp

Asn

120

Cys

Asp

Glu

Ala

Asn

200

Pro

ES 2907 486 T3

Leu

Pro

25

Lys

Lys

Gln

Gln

Tyr

105

Gln

Gln

His

Gly

Asn

185

His

Gln

Tyr

10

Val

Glu

Pro

Leu

Asp

90

Lys

Arg

Ala

Gln

Met

170

Asp

Thr

Asn

val

Glu

Asp

Gln

Leu

75

Ala

Arg

Ile

Glu

Pro

155

Leu

val

Ala

Arg

Val

Arg

Glu

His

60

Lys

Gly

Ile

Ser

Gly

140

Val

Leu

Phe

Glu

65

Glu

Glu

Gln

45

Ser

Gly

Val

Thr

vVal

125

Tyr

Ser

Asn

Tyr

Leu
205

Tyr

Leu

Val

Asn

Asn

Tyr

Leu

110

Asp

Pro

Gly

Val

Cys

190

Ile

Gly

15

Asp

Ile

Phe

Ala

Cys

95

Lys

Pro

Glu

Lys

Thr

175

Thr

Ile

Ser

Leu

Gln

Arg

Ala

80

Cys

Vval

Ala

Ala

Arg

160

Ser

Phe

Pro



Leu

Ser

Leu

Leu

Lys

65

Tyr

Thr

Glu

Tyr

Thr

145

Leu

Asn

Arg

Phe

Ser

Glu

Gln

50

Ala

Arg

val

val

Pro

130

Ser

Arg

Ala

Met

<210> 39

<211> 219

Thr

Vval

Gly

Ser

Leu

Cys

Lys

Pro

115

Leu

His

Leu

His

Glu
195

<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 39
Phe Thr Ile Thr Ala Pro Lys Asp Leu Tyr Val Val Glu Tyr Gly Ser

vVal

Ser

20

Ile

Glu

Phe

Leu

val

100

Gly

Ala

Ile

Lys

Met

180

Pro

Thr

Leu

Arg

Arg

His

Val

85

Lys

Thr

Glu

Arg

Pro

165

Lys

Lys

Ala

Glu

Ala

Ala

Ile

70

Ile

Ala

Gly

Val

Thr

150

Gln

Glu

Val

Pro

Cys

Ser

Thr

55

Pro

Cys

Ser

Glu

Ser

135

Pro

Pro

Leu

Pro

Lys

Asp

Leu

40

Leu

Ser

Gly

Tyr

val

120

Trp

Glu

Ser

Thr

Arg
200

ES 2907 486 T3

Glu

Phe

25

Gln

Leu

Val

Ala

Met

105

Gln

Gln

Gly

Arg

Ser
185

val

10

Asp

Lys

Glu

Gln

Ala

90

Arg

Leu

Asn

Leu

Asn

170

Ala

Tyr

Arg

val

Glu

Val

75

Trp

Ile

Thr

Val

Tyr

155

Phe

Ile

Thr

Arg

Glu

Gln

60

Arg

Asp

Asp

Cys

Ser

140

Gln

Ser

Ile

66

val

Glu

Asn

45

Leu

Asp

Tyr

Thr

Gln

125

Val

Val

Cys

Asp

Asp

Cys

30

Asp

Pro

Ser

Lys

Arg

110

Ala

Pro

Thr

Met

Pro
190

val

15

Thr

Thr

Leu

Gly

Tyr

95

Ile

Ala

Ser

Phe

175

Leu

Gly

Glu

Ser

Gly

Gln

80

Leu

Leu

Gly

Asn

val

160

Trp

Ser



Asn Val Thr Met Glu
20

Leu Ala Leu Val Vval
35

Phe VvVal Glu Gly Glu

Gly Arg Ala Phe Leu
65

Leu Gln Ile Thr Asp
85

Met Ile Ser Tyr Gly
100

Asn Ala Pro Tyr Arg
115

Thr Ser Glu His Glu
130

Glu Val Ile Trp Thr
145

Thr Val Thr Thr Ser
165

Val Leu Arg Val Asn
180

Trp Arg Val His Ser
195

Glu Leu Pro Val Pro
210

<210> 40

<211> 200

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 40

Cys

Tyr

Glu

Pro

70

Val

Gly

Lys

Leu

Asn

150

Gln

Ala

Gly

Arg

Trp

Asp

Lys

Lys

Ala

Ile

Met

135

Ser

Thr

Thr

Glu

Leu
215

Phe

Glu

40

Leu

Asp

Leu

Asp

Asn

120

Cys

Asp

Glu

Ala

Asn

200

Pro
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Pro

25

Lys

Lys

Gln

Gln

Tyr

105

Gln

Gln

His

Glu

Asn

185

His

His

10

Val

Glu

Pro

Leu

Asp

Lys

Arg

Ala

Gln

Lys

170

Asp

Thr

Asn

Glu

Asp

Gln

Leu

75

Ala

Arg

Ile

Glu

Ser

155

Leu

val

Ala

Arg

Gln

Lys

His

Lys

Gly

Ile

Ser

Gly

140

Leu

Leu

Phe

Glu

Lys

Glu

45

Ser

Gly

val

Thr

Met

125

Tyr

Ser

Asn

His

Leu
205

Leu

val

Ser

Asn

Tyr

Leu

110

Asp

Pro

Gly

Val

Cys

190

Ile

15

Asp

Ile

Phe

Ala

Cys

95

Lys

Pro

Glu

Glu

Thr

175

Thr

Ile

Leu

Gln

Arg

Val

80

Cys

val

Ala

Ala

Thr

160

Ser

Phe

Pro

Leu Phe Thr Val Thr Ala Pro Lys Glu Val Tyr Thr Val Asp Phe Gly

67
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15

Ser Ser Val Ser Leu
20

Leu Glu Gly Ile Arg
35

Ser Gln Ser Gln Arg
50

Lys Ala Ser Phe His
65

Tyr Arg Cys Leu Val
85

Thr Val Lys Val Lys
100

Glu Val Pro Gly Thr
115

Tyr Pro Leu Ala Glu
130

Thr Ser His Ile Arg
145

Leu Arg Leu Lys Pro
165

Asn Ala His Met Lys
180

Trp Met Glu Pro Lys
195

<210> 41

<211>43

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41

Glu

Ala

Ala

Ile

70

Ile

Ala

Gly

Val

Thr

150

Gln

Glu

Val

Cys

Ser

Thr

55

Pro

Cys

Ser

Glu

Ser

135

Pro

Pro

Leu

Pro

Glu Glu Asp Pro Cys Ala Cys

1 5

Val Glu Gly Leu Leu Gln Ala

20

Asp

Leu

40

Leu

Ser

Gly

Tyr

val

120

Trp

Glu

Asn

Thr

Arg
200

Glu

Leu

Lys Arg Leu Ala Ile Leu Glu Asn

35

<210> 42

<211> 43

<212> PRT

<213> Homo sapiens

40

ES 2907 486 T3

10 15

Phe Asp Arg Arg Glu Cys Thr
25 30

Gln Lys Val Glu Asn Asp Thr
45

Leu Glu Glu Leu Leu Pro Leu

Val Gln Val Arg Asp Ser Gly
75

Ala Ala Trp Asp Tyr Lys Tyr
90 95

Val Arg Ile Asp Thr Gly Ile
105 110

Gln Leu Ile Cys Gln Ala Arg
125

Gln Asn Val Ser Val Pro Ala
140

Gly Leu Tyr Gln Val Thr Ser
155

Arg Asn Phe Ser Cys Met Phe
170 175

Ser Ala Ile Ile Asp Pro Leu
185 190

Ser Leu Val Lys Phe Gln Ala
10 15

Thr Arg Lys Leu Glu Ala Val
25 30

Thr Val Val

68

Glu

Ser

Gly

Gln

80

Leu

Leu

Gly

Asn

val

160

Trp

Ser

Lys

Ser
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15

20

25

30

<400> 42
Glu Glu Asp Pro Cys Ala Cys
1 5

Val Glu Gly Leu Leu Gln Ala
20

Lys Arg Leu Ala Ile Leu Glu
35

<210> 43

<211>43

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43
Glu Glu Asp Pro Cys Ala Cys
1 5

Val Glu Gly Leu Leu Gln Ala
20
Lys Arg Leu Ala Ile Leu Glu
35
<210> 44
<211> 46
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 44
Leu Arg Ser Pro Cys Glu Cys
1 5
Thr Leu Gly Ala Leu Glu Ser
20
Ala Arg Leu Glu Asp Leu Glu
35
<210> 45
<211> 44
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45
His Asp Gln Cys Lys Cys Glu
1 5

Asn Glu Glu Val Arg Lys Leu
20

Arg Met Glu Ala Leu Glu Asn
35

<210> 46

<211>45

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ES 2907 486 T3

Glu Ser

Thr
25

Leu

Asn Thr

40

Glu Ser

Thr
25

Leu

Asn Thr

40

Glu Ser

Thr
25

Leu

Asn Gln

40

Asn Leu

Thr Gln

25

Arg Leu

40

Leu Val Thr Phe Gln Ala Lys
10 15

Arg Lys Leu Glu Ala Val Ser
30

Vval val

Leu Val Lys Phe Gln Ala Lys
10 15

Ser Pro Leu Glu Ala Val Ser
30

Val val

Leu Val Glu Phe Gln Gly Arg
10 15

Leu Asn Leu Ala Gln Leu Thr
30

Leu Ala Asn Gln Lys
45

Ile Met Phe Gln Asn Leu Ala
10 15

Arg Leu Glu Glu Met Thr Gln
30

Arg Tyr Arg
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<400> 46

1

Val Ser Ser Tyr Leu Gln Arg

20

Glu Lys Leu Lys Ile Asn Glu

35

<210> 47

<211>43

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 47

Glu Glu Asp Pro Cys Ala Cys

1

Val Glu Gly Leu Leu Gln Ala

20

Gly Arg Leu Ala Val Leu Glu

35

<210> 48

<211> 46

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 48

Leu Arg Ser Pro Cys Glu Cys

1

Thr Leu Gly Ala Leu Glu Ser

20

Glu Arg Leu Glu Glu Leu Glu

35

<210> 49

<211> 45

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 49

1

Ala Asn Glu Glu Val Arg Lys

20

Gln Arg Met Glu Ala Leu Glu

35

<210> 50

<211> 43

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 50

Thr Glu Asp Ala Cys Gly Cys
5

5

5

Thr Gln Asp Gln Cys Lys Cys
5

Glu

Leu

Tyr
40

Glu

Leu

Asn
40

Glu

Leu

Asn
40

Glu

Leu

Asn
40
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Ala

Asn
25

Gly

Ser

Thr
25

Arg

Ser

Thr
25

Gln

Asn

Thr
25

Arg

Thr Leu Ala
10

Thr Lys Leu

Gln Ile His

Ile Leu Lys
10

Arg Lys Leu

Ile Ile

Leu Val Glu
10

Gln Asn Leu

Leu Ala Ser

Leu Ile Gln
10

Gln Arg Leu

Leu Arg Tyr

70

Phe Gln Asp Lys
15

Asp Asp Ile Leu
30

Arg
45

Phe Glu Ala Lys
15

Glu Ala Val Ser
30

Phe Gln Gly Arg
15

Ala Arg Leu Thr
30

Arg Lys
45

Phe Gln Asn Leu
15

Glu Glu Met Thr
30

Arg
45
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15

20

25

30

Asp Gln Cys Lys Cys Glu Asn
1 5

Glu Glu Val Arg Lys Leu Thr
20

Met Glu Ala Leu Glu Asn Arg

35

<210> 51

<211> 44

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 51

Glu Asp Ala Cys Gly Cys Gly

1 5

Ser Ser His Leu Gln Lys Leu

20

Lys Leu Lys Val Thr Glu Tyr
35

<210> 52

<211> 43

<212> PRT

<213> Ceratoterio simum

<400> 52

Glu Glu Asp Pro Cys Ala Cys

1 5

Val Glu Gly Leu Leu Gln Ala

20

Lys Arg Leu Ala Val Leu Glu
35

<210> 53

<211> 43

<212> PRT

<213> Nanospalax galili

<400> 53

Glu Glu Asp Pro Cys Ala Cys

1 5

Val Glu Gly Leu Leu Gln Ala
20

Lys Arg Leu Ala Val Leu Glu
35

<210> 54

<211> 43

<212> PRT
<213> Bison bison

<400> 54

ES 2907 486 T3

Leu Ile

Gln Arg
25

Leu
40

Lys

Ala Thr

Thr
25

Asn

Gly
40

Gln

Glu Ser

Thr
25

Leu

Asn
40

Arg

Glu Ser

Thr
25

Leu

Asn Arg
40

Leu Phe Gln Asn Val Ala Asn
10 15

Leu Glu Glu Met Thr Gln Arg
30

Tyr Arg

Leu Ala Phe Gln Glu Lys Val
10 15

Lys Leu Asp Asn Ile Leu Lys
30

Val His Arg

Ile Val Lys Phe Gln Ala Lys
10 15

Arg Lys Leu Glu Ala Val Ser
30

Ile Val

Ile Val Arg Phe Glu Ala Lys
10 15

Arg Lys Leu Glu Ala Val Ser
30

Ile Val

71
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Glu Glu Asp Pro Cys Ala Cys Glu Ser Ile Val Lys Phe Gln Thr Lys
1 5 10 15

Val Glu Gly Leu Leu Gln Ala Leu Thr Arg Lys Leu Glu Ala Val Ser
20 25 30

Lys Arg Leu Ala Val Leu Glu Asn Arg Ile Val
35 40

<210> 55

<211> 43

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 55
Glu Glu Asp Pro Cys Ala Cys Glu Ser Ile Val Arg Phe Glu Ala Lys

1 5 10 15

Val Glu Gly Leu Leu Gln Asp Leu Thr Arg Lys Leu Glu Ala Val Ser
20 25 30

Lys Arg Leu Ala Val Leu Glu Asn Arg Val Ile
35 40

<210> 56

<211> 46

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 56
Glu Thr Gln Asp Gln Cys Lys Cys Glu Asn Leu Ile Gln Phe Gln Asn

1 5 10 15

Leu Ala Asn Glu Glu Val Arg Lys Leu Thr Gln Arg Leu Glu Glu Met
20 25 30

Thr Gln Arg Met Glu Ala Leu Glu Asn Arg Leu Arg Tyr Arg
35 40 45

<210> 57

<211> 26

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 57
Glu Asp Ala Cys Ser Cys Gly Ala Thr Leu Ala Phe Gln Glu Lys Val
1 5 10 15

Ser Ser His Leu Gln Lys Leu Asn Thr Thr
20 25

<210> 58

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia conectora

<220> ]
<221> REPETICION
<222> (1)..(11)

72
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La secuencia conectora <223> se puede repetir n veces, en donde n=1-20

<400> 58

Gly Pro Gln Pro Gln Pro Lys Pro Gln Pro Lys

1 5

<210> 59

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia conectora

<220>
<221> REPETIR
<222> (1)..(5)

10

La secuencia conectora <223> se puede repetir n veces, en donde n=1-20

<400> 59
Gly Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 60

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Thr Pro Pro Thr Pro Ser Pro Ser Thr Pro Pro Thr Pro Ser Pro

1 5

<210> 61

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 61

Glu Phe Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Gly Gly Ala Pro

1 5

<210> 62

<211> 16

<212> PRT

<213> Camelus dromedario

<400> 62

Pro Gln Pro Gln Pro Gln Pro Lys Pro Gln Pro Lys Pro Glu Pro Glu

1 5

<210> 63

<211> 1543

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Trampa contra CXCL12

<400> 63

10

10

10

73
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gttgacattg
gcccatatat
ccaacgaccce
ggactttcca
atcaagtgta
cctggcatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggcgg
gagaacccac
ctggctagece
ctacagcgga
ctctectgaga
ggtgcgeccag
aaccgagtac
caccgtgtac
cagagatcag
gaccgtgtcet
tattcagatg
cacctgtcgg
caaggccccce
attttcegge
ggacttcgce
caccaaggtg

ggaacctaga

<210> 64
<211> 89
<212> PRT

attattgact
ggagttccge
ccgeccattg
ttgacgtcaa
tcatatgcca
tgcccagtac
cgctattace
ctcacgggga
aaatcaacgg
taggcgtgta
tgcttactgg
accatgaaat
tcecgaggtge
ctgtcttgtg
gccccaggca
aacagcaacc
ctgcagatga
ggcctgaact
agcggaggcg
acccagtccce
gccagcgaga
aagctgctga
agcggctctg
acctactact
gaaatcaaga

ggcggcagcc

<213> Homo sapiens

<400> 64

agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggact
agtacgcccce
atgaccttat
atggtgatgce
tttccaagte
gactttccaa
cggtgggagg
cttatcgaaa
gggtcacctt
agctggtgga
ccgecagegg
aaggactgga
tgaagtccceg
acagcctgeg
acggcagcct
gaggaagtgg
ccagcagcct
gcatcagcta
tctacaacge
gcaccgactt
gcaagcagta
gagcggccge

accaccacca
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agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggca
tccaccccat
aatgtcgtaa
tctatataag
ttaatacgac
tatcagcctg
atctggcgga
cttcagectg
atgggtggga
gttcaccatc
ggccgaggac
gttcgactat
cggaggggga
gagcgcctcet
cagcctgtcce
cgtgaagctg
caccctgacc
ctggaacacc
tggcgcecct

tcaccactga

tacggggtca
tggcccegect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgee
cagagctctc
tcactatagg
ctgttecctgt
ggactggtgc
accgtgtact
gcectgtggg
agccgggaca
accgceccegtgt
tggggccagg
tctggeggeg
gtgggcgaca
tggtatcagce
gaaagcggceg
atcagctccce
cccttcacct
gtgccttatce

tga

74

ttagttcata
ggctgaccge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacge
tggctaacta
gagacccaag
tcagcagecgce
agcctggegg
ctgtgcactg
gctctggegg
ccagcaagaa
actattgcge
gcacactecgt
gaggcagcga
gagtgaccat
agaagcccgg
tgcccagecag
tgcagcccga
tcggacaggg

ctgatccecct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1543
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15

Met Asn Ala Lys

Cys Leu Ser Asp
20

Arg Phe Phe Glu
35

Ile Leu Asn Thr
50

Asn Asn Asn Arg
65

Glu Tyr Leu Glu

<210> 65

<211> 93

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 65
Met Asn Ala Lys
1

Cys Leu Ser Asp
20

Arg Phe Phe Glu
35

Ile Leu Asn Thr
50

Asn Asn Asn Arg
65

Glu Tyr Leu Glu

<210> 66

<211> 18818

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 66

Val

Gly

Ser

Pro

Gln

Lys
85

Val

5

Gly

Ser

Pro

Gln

Lys
85

VvVal

Lys

His

Asn

Val

70

Ala

Val

Lys

His

Asn

Val

70

Ala

vVal

Pro

val

Cys

55

Cys

Leu

vVal

Pro

Val

Cys

55

Cys

Leu

val

Val

Ala

40

Ala

Ile

Asn

val

Vval

Ala

40

Ala

Ile

Asn

ES 2907 486 T3

Leu

Ser

25

Arg

Leu

Asp

Lys

Leu

Ser

25

Arg

Leu

Asp

Lys

Val

10

Leu

Ala

Gln

Pro

Val

10

Leu

Ala

Gln

Pro

Arg
90

Leu

Ser

Asn

Ile

Lys
75

Leu

Ser

Asn

Ile

Lys

75

Phe

val

Tyr

Val

val

60

Leu

val

Tyr

Val

vVal

60

Leu

Lys

75

Leu

Arg

Lys

45

Ala

Lys

Leu

Arg

Lys

45

Ala

Lys

Met

Thr

Cys

30

His

Arg

Trp

Thr

Cys

30

His

Arg

Trp

Ala

15

Pro

Leu

Leu

Ile

Ala

15

Pro

Leu

Leu

Ile

Leu

Cys

Lys

Lys

Gln

Leu

Cys

Lys

Lys

Gln
80



ctttcaggcet
aaaaagaaga
cgaggctgeg
gggtgtagat
gagctggcca
ccagegetge
cgcccgacgg
aagtcagtgg
tgggtggatg
aagtggtttt
ccctegeage
acggccagga
gcgactgacce
agcctgeggt
tgccgacctg
tceggaggge
ggcagacgcc
tttgggtcge
cttacagcta
ggcgtgggge
ctcatttcac
ccggegectt
gggcttggag
ctgccggcgg
gcaggaccce
cttgtttget
ctttccacge

acagggacaa

cgggccagceg

tctgggacag
agaagaagcg
cgcggceteee
ttececegegga
gagctctggg
ggccggtgag
ctgecettett
ggttcecegge
gatggatgga
ggaaaaaaaa
ctcctgttga
ctcecccaggg
ccacttecget
cacaaagcga
caccctcect
taagcaccgce
agtagtactg
acggagcttt
ccatttattg
gggtctcatt
cattgagagg
ctgctttgtt
tccgageccac
ctgcgccgeca
ctcggetgece
tttcattggt
gcgeccccact

taagcggccce

gtgcggggee

atcctaggtce
agaggcgatg
gcagggtcgg
cccecttegee
agcggggagg
cggccagget
cactggacct
tccaageccca
tggatggatg
tgcacagaag
ccgceteecge
acagggacgt
ggacgctgtg
ggcccaaagg
tcgececacegg
cgagggacgg
tcctaggagt
tcttgggtaa
agtactgtct
gaatctccceg
tcggaagtac
tgtacaggcg
gctgactgca
agccgggcag
ttgggcegece
tctcattcag
ttacgcctaa
tccageegge

cagcggagcec
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cagctgcceca
gcgtttgett
atctccgage
ctceecgggtt
gaggcgecge
cceceggecca
cactgcctte
gtgcccaggg
gagtgccgge
acacctactc
ctaatgcage
gtcecccaggg
ctgggaagga
ggcgctctee
actggggcca
ctcecgtggga
cggaggtcgg
ggcagtaagt
gcttgtcaga
tcccactceeg
aaaggctaca
aggaaactga
aagacgggtc
gtggcgagct
accgccagca
ttcecegecat
ggtcctcagt

gtcgctcagg

tgagaaggtc

cctgattttg
tggccagatt
tccagggege
tcatcagctg
caccagaggg
gcccagcaaa
agttctttaa
tgggtgggtg
ccacagccat
ccaccagcgg
cgctgaccge
caggcccctg
cacagagagg
tcacccccac
tctgggatgt
agagttttct
ggtgggggag
acttaggttt
cacgatgcag
cggggtggge
ttcgetttta
ggctcggcetg
tcattccege
tgagccccca
ggcccteege
cgaaaggccc
ctctccagtg
ctgcggacct

aaaggccgga
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tggcaaagaa
taagggcaag
ccctcecacce
cgcaggaatg
cgcecggagece
ggcctgggga
gagcagggcce
ggtgggtggg
ctaacggcca
agttccggag
ccactccecg
gatggacgcg
tggctgggge
gcctectggg
ctcgggggta
ggacccagaa
ttctcagete
aaaggactta
agaatttcgce
ctgtgattag
ctgagagccg
gtggcgeegt
agatcgagct
cgcacagaaa
ccgggactaa
cgtccegeag
gggccctgte
cactgcagac

gcgcactgeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



cctegggage
gggagtcgeg
ccgcgegecce
caccgccgca
cgcegetegte
ctggtecteg
cctggcgagg
gctectetge
cttagctggg
gtgacctgca
caactgggca
gggagccgeg
ggctcggttt
ggcggtgeat
gaggtcecgat
tcgegggget
cccgecagge
gtccagccge
cgagcctcac
accagctgge
ccctgggeca
ttecgcectgaag
ttgecctcetga
gaagtttcct
ggcccagege
tggcttggac
tgggcagect
gggaatgttc
cccceccgecaa
taaggtctct

gtgcgecget

acagagggag
cgtcagagac
cgcccecgece
ctttcactct
cgcccgeceg
tgctgaccge
cggccctgge
ctgegecege
cgctctggtg
gagagcgacc
ggaacgcccce
gaccccagac
ccacaggcga
ggcgagageg
gcagccgegce
cttggeccagg
cgcgcettetg
tgtcttcectg
acgccccctce
caagcgcettt
ctgggaacceg
agaaactcgc
acacacaaaa
gcaaagagtt
gcctegagece
tgtgcgetgg
ggggtcgtgg
gtcgttgatg
gtcatgggge
ggtttgggca

ctgggaaatg

cggaggaggyg
ccecggccacg
cgecctggetce
ccgtcageceg
ccegcecegec
gctctgecte
gaggctctgg
agtttgegec
cggtgtegeg
gcctgaccte
aagagagcgt
ccctgectge
atgggctccg
cgctttgcaa
agccteeget
cgcgggcggy
cacagctccg
tctetteteg
cccagctccce
gccccagaat
tggtgteceg
tgcgectgtcea
caaaaccctg
gaaggacact
cttggctggg
tgtgagcagg
cggactgect
aaaagtccct
atgtttctag
gttattgact

gtgctgccecce
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gcgaagggga
gccagcacte
tccectetaa
cattgccege
cgcgecatga
agcgacggta
gctteggete
gcccgacaca
ttcaaagcce
aagctggctg
tcgggactgg
ccacccteca
aggtcctgcet
agttcgectce
ccectgegaag
ctgcgeggeg
cggtccgecag
ggttcacctg
caaacacacc
gagagctgca
tttcactggg
caggacaccg
tggctcagge
ctgagtgctce
ttggtgcaga
accagcgcag
aagtgttaag
gaggctgtgt
tttttattge
gattggtggg

ctcececggag

tgggtggggg
ggctceggge
agcgcccgge
tcggegteceg
acgccaaggt
agtgcgcteg
ccgeecggeg
gtgggggtgg
tacttttgeg
cagagcgagg
cgcgggaagg
cccactgect
gcgcacagtg
atgccgcgac
ccgatectet
cagctgtegg
cgacgcggac
agagaggccc
tgcagacagg
gcaaagttca
agagggcttt
atgcaaacca
cgctgagett
ttgcagcecge
cgtggecceceg
ctgagtcggg
gacacagact
ctgcacactg
tggatattct
atgagcgegg

ggctggagag
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gtgcegecga
ccgecectcea
gcgegectcee
gccecccgace
cgtggtegtg
gcggggaggce
cagagccgcg
aggcagctcg
ccgagggttt
tcageeggga
cgcgagggtyg
tcecegetgeg
ctggaggtcg
ttgaggctgt
ccccacacce
gettgtgeca
ctgggecgege
agggaccctce
ctcttttgtc
atctccaagg
tttettttet
aaataaactg
ccttggetgt
gggctgtgca
gcgtectage
ctggagaagc
gaaggcaatt
accccecccce
tctgttectg
aggtgtcaca

aggattggaa

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



tgaggaacct
gggttcatcc
ttggcagcca
atcgccagaa
ctatcceccac
cctcecccat
tcagggtggg
ttagactgga
gtaccatcag
gaaagttagt
atgttctttt
gctgettgac
atggataatc
taggctctga
cctetgggeg
cccttggetg
gcctectatt
aagaaatcca
aggctgcagg
tgacttececece
ggagttagat
cagcaccctg
aaggaagtgg
caattcctag
tgagccectt
tttcagaacc
aaagaaaaaa
atccacaagt
aaagaaaaac
aagggtgagc
atggcatttt

atcecctgect

cggtctttga
cagactcctc
agtaaccagg
tgttttgttt
acttagtcct
tggctgactt
cccectteee
gggctttctg
agccagtcag
cttactgaca
ggtaagcaca
aggegggect
ccagggggtyg
tttctggect
ctggagagtc
catatctteca
ctecectgetec
gggaaacctg
cceeggecct
tgcagggtcece
caggtgtaac
atgcttggcet
ggggacaagt
tccacatcat
actcaagatt
acagaggtct
aatctctgga
tcaaataatt
aaaaagcaca
agtgggttct
gtaaattggt

aggcaatgaa

gttatgggtg
ctggcetggg
gcaggagcct
tgttttgttt
caagctgcac
ccgtcaggca
aagcctgett
aaaactcctg
gactcttgece
aaaagctgga
cctggggget
taggtcctgg
gagggggaga
catcaccact
acagccccac
agctcactgt
acccccaacce
gaggcacaac
gggggtggct
cagtgcagcet
tgtgaaggct
ttttcctggt
ggtccacttt
ccctceaattg
tcctectact
ctcagaactt
ccaaatattc
tggggtatta
cacaaatccc
gcaggagccc
gattttgcaa

aaccacattt
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caactgacct
aagggtgaca
gggctccagg
tcecectecace
tacagagaga
gctgggecect
ggaggggcca
gagccaagct
ggtacacgga
ggaaggagca
ctgtcacttt
gagtagaagc
ggagagagag
gcttggttgg
ccatcccage
tgcegggagg
caccccctge
actcaggagc
ttcccaggtg
gctggaaget
gctttaggtc
tttcagggag
tcctgeaact
attgcagtct
tcceccageat
tgtaaacagg
ttagacatat
agtggggett
agccctecag
cttgctaatt
agatcttaat

aactccaget

gggggaagca
tggcectcag
cagatctget
tcacagtgee
gcttggccag
tgggtttcee
gctgggetec
cacccggtcee
tttacatcca
catgaggtac
aaaaagacct
aagaattgcet
cctgtgtgtt
ggggccagag
gggggcggct
gggcttgtge
ctcagecttgg
gtttagctcc
atctggttac
ggccccagag
tctccagtge
ttgcatttgg
tggtggctga
gtagaaaaaa
tctttecccaa
caaacttaaa
atttaatctc
ggataaaatc
ggcttgcaat
tacactaatg
acaattcctg

ccactaatct
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cagagacgtg
agttgcccca
ccttacacac
tatgtgecece
gggtcctgece
gggcttaaac
tgtctctgea
caaatcecggg
gaacggttgg
acacgagacc
gttgaaattc
tttgaaggaa
gagctctgaa
gagcttctct
gcagcacttg
ctcactaccg
aagggcccaa
tcagttaccc
agtgcagtge
gtgectttet
catgagtcac
tcctggggac
atacacaatg
taaaataaaa
aggtgcagaa
aaaaaagaaa
tgatgaaagg
ttcaaggaaa
cctatattta
agtgtcaatt
aggctacagce

ctaagccettg

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



gggaaagtgc
agccagccag
ggggtggggg
agaggagaga
agatctttct
taccttggac
ggtggcttct
gctecttgece
agatggcctt
gatccttaat
gtagtaaagt
atgcccatge
tctcaacact
acgaacatag
agaggtgaca
tcatgaggac
accctgetgt
cagctggatg
agccagccct
tacattaact
caacatttte
atttggtgtg
aatcacacat
ggaagaaagc
gggaagcgag
taaaaatggg
cacccaacac
ccctttactg
atgtttttte
agatgctcaa

cctggaaatg

tgggcagaag
gattcttttg
agggcagcat
ggccagggag
cagttgtcce
tgaaaccgtt
aatttaatct
ctgtagaagc
tcccaacata
cgctgecacca
gccttgttgt
cgattctteg
ccaaactgtg
ttgcatctaa
agccaagtgt
ctttagtatg
gctcgtagta
ctggagaaac
tagctaataa
cacaagaccc
agctcacttg
gatggcagcc
ccacaagaca
catgtgcttg
ggctcaggga
gtggggagac
caaatgtttt
ccttgaatgt
agtactttge
tttagctage

caccttgaag

gtgggtecctt
tgccttecag
tcctgagtac
cctggagect
ttgaggaatt
atctactata
cceccecteat
tgagcctgag
caccagtaac
actgctgcecag
ccttacctcet
aaagccatgt
cccttcagat
cgaacatagt
ccaaccttga
ccaccaggca
gttctctett
tatgggcecttce
cagtgataac
aaatgcagtt
cctgtatttt
actaacattt
ggaagatctc
aaagccctcet
gtctecctgga
agcagttgga
tacttttgat
gtttgttatt
ctacaacatg
ttggacctge

ttgaagatgce
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ggcctgetet
agctttaggt
tactgtgcectt
cttgtececece
ttttttacaa
attactacct
ctaggctcceg
ctcagccage
ctggaactta
cccagacaca
tctagggaag
tgccagagee
tgtgtaagtc
aacatctaac
acttggcata
ttaattttaa
ctttccaaac
accaaggttt
tggcctgecca
taagtcctcet
ctcaagtaca
gattttattc
agctgggtac
catgctcaag
gaggatttga
accaaagcta
tttagaaaac
tacagtatgt
atactttatce
tttacagcac

caaatacaat

caggggactce
gaatgtgagg
cctggctaga
tttecttttce
agagtaactg
ttatcttgag
gctctececcca
actcactgtg
ccccagtgat
cattaccaaa
cccgtecagee
aacgtcaagce
ttgaaattga
ccgagtctta
attagtggca
aagccgcetcet
ctgtgttcectt
tggctgaagce
gtttcgggga
ttaaccattg
acatatgagg
atttgggaaa
agaagaccgg
aggtcctgtg
ttgctcagaa
caactttcce
tgtttttagt
tttagggcce
tcttgtgaag
tgatcatgcect

tctcaggtcet

79

acaggtagga
aggggtctct
ggcctgtgec
ctgagtaggg
gaaatttcag
acactgagca
ggcctgttgg
ttgcctgagg
gccgtcectett
atctggcagg
tgagctacag
atctcaaaat
acatcatcta
ttaaaggtgt
gctattctta
tggcctggge
cagcacagca
ctagtaaatt
tctgatgcce
ggtgaaactt
ttttggtgtt
caaagaccaa
gagaaatgcg
tctgaacacg
gttctagtge
aagacttttc
tttgagttaa
tagaaaatga
agtattttaa
ggtttactgg

gagcagacac

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380



taaattaaca
ccatctctge
tgaaccactg
attacctggce
ccaggagttt
caagaaacat
gcactgccec
aggcctcctt
atgacccatc
agagcatcct
tatttgctcc
aaggcagctc
tcacatttcc
cacaccgcga
gccctagatg
agccgcacac
gtgtgcattg
taagcacaac
tgagagatga
gtgtgtgggg
tgcatttata
cacgttggaa
tttcaagcag
taaatcaacg
ctggggagtc
cttcagacac
cagataccga
ttggctctgt
tcccagectat
tcatttectgt
tgcectgeat

tetttggecet

aagaataggc
acccctecttce
ttctgggget
accaaagggc
gcatgtaggg
tcagtgaact
tccectecet
cctccagget
caaataaacc
gtcgtcecect
tgattttcce
aaatgctccce
atgtctctge
gcacctctgg
ggtgttgggg
tgttgccatt
acccgaagcet
agccaaaaag
aagggcaaag
tgggcacatt
gcatacggta
cttttattac
ttagttcett
agtacttcaa
tgggcacagt
tgaggctcce
ctggggctgg
gggctccatg
tcctactcte
agcctgatca
ccectcetecte

cctccagaat

cccagatttg
acctaatgga
tagctgtcet
tttetggeaa
aagcttttaa
tgtaaaatct
ggctggtcac
tcctecatgece
tectgetetgt
tcctcagttt
ttcecegttta
ttacatgaat
aatggaactt
agcctgagceg
gagcggatgce
ctgttttecac
aaagtggatt
gactttcecge
acgtggggga
gatctgggat
tgatattgca
tggggttttt
catgatcatc
gatctgaatt
caggtggtgg
gcagcagcgce
gcgecgecac
tagaagccac
tcececgactce
gcgeccgeace
ccagggectg

ggagctggece
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gaccccaatg
caggctgcectt
caagaccctt
gagatccaga
gagtgtgaac
ttctagaaac
ccteceggte
catccttaag
tgctctecat
cctctgtatg
tttactctee
tccectgeac
cctgcactge
taccaagtgg
acacgttgca
agagcccggce
caggagtacc
tagacccact
gagggggcct
cgggectgag
gcttatattc
ctaagaaaga
acaatcatca
tggcttgttt
cttaacaggg
cccteccaag
tgccttcace
tattactggg
cgagagcatg
agccgggaag
ccccacaget

ctcteectggg

tgggttgcetce
gaagactccc
aagtacttgg
gagatgaaat
ttttaaaaaa
tattttctgg
agaccgcggt
tcggeccctat
tctcecectee
ctttgatgac
aagctcctac
tgcceeggaa
cagcgctgag
agcacggggt
gccgegectt
tgaagaacaa
tggagaaagc
cgaggaaaac
taaccatgag
gtttgeccage
atccatgccce
aattgtatta
tcattectcat
ggagcatctc
agctggaaaa
aggaaggcct
tcctetttea
actgtgctca
cttaatcttg
agggtgattg
cgggccectcet

gatgtgtaat
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cgagccacac
tgggtgeccce
gctgcatgag
caggccttee
caaatgagac
taagccacct
gacttctgge
atctatcaag
ccaggtgect
ccecectggeg
ttatcctteca
agacttectgt
ctttcceccag
gccagcgagyg
cctectgtge
caacagacaa
tttaaacaag
taaaaccttg
gaccaggtgt
atttagaccce
tgtacctgtg
tcaacagcat
tctecattttt
ctctgetece
agtgtccttt
ctgtggcact
acctcagtga
gagaccccte
cttctgette
ctggggctcg
gtgagatceg

ggtcccectg

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300



cttaccecgea
tttgagtgac
aaactctgag
actaccccct
gacatttcca
aaggcatttt
atgtatttca
atgtcagtag
tatgatatat
tactaaaatt
tggtataaac
ttagtgatgg
gtctgagacc
ttagatctgce
cagtgctggt
tececttggtte
cttttacatt
cacagggaca
aatgtgacag
ctctccagaa
tgggaccact
tccaaaacgt
ctgcattgag
cgatggccag
tcaggttcag
cccattgaac
aaacagtgct
acgggccagt
aatggttcta
agataggaaa

tatctgccac

aaagacaagt
tgggttttgt
gtttccgaaa
cctgaagcca
tgcataaatg
tttatatata
aaatatattt
tttatacttc
aaatgtgatt
gtatcaaatg
gtcctactgt
agcttataga
ccttctcaca
agctcaagtt
tttctgaaga
tcctaactte
ttcccatgta
ggtggcctca
tcacgagcca
caatcgcatt
gcctttttte
tattcaattt
aagaagaaaa
cctggecectg
gttggcagat
atttgtttga
ttgaccaggg
gttaaatctt
ctaattttat
aaagaagcga

ctcgagatgg

ctttacagaa
gattgcctcect
tcagaagcga
cagcagggtt
cgatccacag
tttttgtgca
atagtcgaac
tctattatcet
gcagctttte
tgacattata
atgtgggaat
cgtttctggt
gcccatgtgt
tttggatctt
ataatatttg
cccatgtaat
aaaatcccat
ccccataaat
gttgctctaa
cattcccagg
tcctettetg
gaaatgcaga
agtcccatga
ggtgtaccct
tggcagtcge
atggaaggaa
gcctecagge
atgcagactg
ctaaggggge
cagaagaaga

accacagttc
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tcaaatgcaa
gaagcctatg
aaaaatcagt
tcaggttcca
aaggtcctgg
catttttttt
aattcatata
caaactactg
aatgttagcc
tgcactagca
ttatttacct
ttatatagtt
gacagtgtat
tttttttttt
actcactaat
ccccagagac
gactccaggce
cattaaatac
taaaattctg
agtgttcaca
aatggcagtce
catttcttag
gagcagggcea
gagatgtgga
tgtaacccat
atgtccaatt
ctgagactga
agacgaactt
gcagagaaga
gaaaggctgce

acttgctctce

ttttaaatct
tatgccatgg
gaataaacca
atcagaactg
tggtatttgt
tacgtttett
tttgaagtgg
gcaatttgta
acagtgtatt
ataaaatgct
gaaataaaat
aagcctgect
gggcttttcet
ttttaacceg
tegtettece
tcaaccctag
catggttaat
cattcagctt
ctaaccagct
ggcgtctaga
tgaacctggg
agaaagctaa
gggtggggtg
tteccttgtee
tcacaaaggt
tattttaatg
aggcacagtt
ttgtttattt
aaaagtgggg
ccagaaaagg

ggcgetttgt
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gagagctcge
aggcactaac
tcatcttgece
ttggcaaggt
aactttttge
tagaaaacaa
agccatatga
aagaaatata
ttttcacttg
aattgtttca
tcattagttg
gcagtcaggt
cacgagcaga
attgaaatag
tcecctectee
taatatcaac
atgaagcttt
gaatcatttt
ctctcecettg
aaggggaagg
gcctgecagece
gagttcagcc
acaaggacca
ccagtgggaa
gttctaggag
aattactgat
taaccagtac
ccacattatt
aaaaaagaaa
aaaaactagt

aaatttgctc

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160



gatcctecte
agcagtgctt
cettgttggt
tgacgecggag
ccaggttgct
tggggagctc
ccacctggece
gggtgtgcca
ggccctgget
gggcttcttc
ggtttctgea
tggaaacact
cccccacgtg
cccagecctgt
tgcctetgte
ctaggaactt
gcaagtttct
tcggaaaaag
ccctgeacce
gatggagcac
tgtccecggag
ttctecectegt
tatctetttt
caggcctgag
acagagctgt
tctagtccat
cgcctgeatt
tctgtecctgg
tgcctgagga
agagtgggtc
actgtatgtg

aggtggtaca

caggacagac
tgctgecectg
ctgctaagtt
ccetgtgtget
gagcccccca
accagctcca
agtgtgcagg
ccectetgtg
ttttccaaat
agcccctect
aactgtgtgg
tctcagggag
gaggacagat
cceccteeege
ctcattcatg
tcctgeacce
ctaatctgga
gatgcgttga
ggatcctggg
atggaattca
cgtggtgtcc
tggggaggtg
acctggacaa
ccctgggtac
tgggtgggct
gggactcttg
ctteggactce
tcagtatgaa
tacaaactgc
ccaccttgag
ccetggggge

cccagtgetg

ccccatgeag
ccagccacac
atgaagaaag
caggactctg
gcccgeccte
cacacttgca
gcaacctgcet
gccctcagga
acccattgec
tcectgggttg
ggtgagcceg
ctcctetttg
gtgctatgga
ctcectgegtg
ggaaatacct
tcctteectg
ccgggaggat
atttctcagc
tcataatttt
ggagaaaacc
ccttgagett
tcctaggatg
ctetectgge
aggggtgcce
gcctgggget
acaaaagcgc
cacatgcagc
aagctgttgg
ttgctatcecc
aacgcatgca
tcactgtggt

aagacagggt
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actgggcagg
cggcttetgt
tagttgtgeca
tccagaatag
cacttcctcet
gtctgcattc
agcccagcag
aaggtgaaaa
tttceccteca
tgggagtggce
agggaatgct
ggcaattctce
actttgcaag
atggcgtgtg
tatctgecta
cccatgtaga
ggaagagcaa
ccttctccac
aataaatgca
cacaaagacc
taatgagctc
cttcagccaa
ccacgttcet
tagtcttcetg
gccateccette
cccgagaggg
agggctttgt
cccectaggg
actcctgggg
aggtccgtcec
ttacaagtgg

cgccgtggaa

ggctcagact
atttatgtgc
gagactgggg
cetgggaget
cttagaaggc
ctgtggagac
aggtggcctce
ctgactgacc
gcactctgee
tttatccccea
gcattctcag
tttagagtct
ggtcctgaat
ctccagctge
aagcaaatac
tgtatgtgtg
ggaccccatt
ctcacataaa
gaaagagaaa
cctgecatgte
cctgtgatca
agacctttgt
cttgccagea
cecctececcac
ccgtggaage
caaacctgtg
gcetggggag
acagagggcc
agcagggtct
tgtcttgatg
cttgtgaage

gagcgaagag
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tecgtggggg
tttttaaggc
cgggggtctg
ccaggaatge
ctgcgctcac
caggctgtgg
gccaggaagg
cttaggaatg
acctgggaag
agcccgggtg
agagcagatg
ttaaacgggt
ccctggggat
agggcacagc
cacttaagct
agattttttg
tcagtagtge
cacccgccca
gtggttggag
agacacaccce
cagccatgcce
ttcececgetge
ctgggggtca
ctcttaagge
cagtagccac
ccceccatact
gggtggccag
cagctaaggce
gcagggactg
tcttgatgtg
tcctgggage

cctgaceggg
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11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080



attcctggtg
ctatggtcac
ccaccccetgt
gctgagaggce
cgaggccagg
gcagtgtgecce
tctgecacge
tcegetteag
agggagatgc
caggccgetg
cctectgttet
tacagtagga
ccagggcagg
ccatttgatt
gtcactggceg
gtectttecac
tgcaggtggg
ccaccaagag
gcttctctct
ccacatggga
agcagtgtga
ccacgttctg
atggccceege
aaatgaaaat
ttgtccattg
tcttgatgea
ctttgagtgce
actgatcaca
gggttgacce
ctagggccaa

taaaacccag

ggttgaaact
tgctectgtee
gccacctcca
ccecgagggceyg
atgcagggca
ctgtceceegt
ccagtgcettg
cctggetgeg
atggccaagg
tcectgetgga
tgtcaacagg
gcccagetcet
gccccaggea
atgtagcaaa
acacgtagca
ggagccactc
gagactgggc
ggacgcctgg
gtgggatggg
gccgggtetg

ggccagggca

ctcatcattc
aaaaggactc
gtcttgtgtt
tccaatccta
tgcactgttc
agtcctgatc
aaaacatggt
cagaggattg
gcccagceact

tccacaaaat

aggaagtgct
agcatgcegtt
gcagtcccac
aagggttact
gcagcatccect
cgtatgacca
ccacgtgtcet
tctegeacte
tggcaacttg
gctggetggg
aggttcaaga
gaaaccagtg
ttgccaaggg
atacatgaca
gcttagacta
ctctgactca
tgagggagcc
gggtgccagg
atggtggagg
cctecttetgg
gagtgagacc
tctgtctceat
tcaggaccaa
acctgaaaac
tgtttttgtt
ccectgtgea
agagccgtgg
gggtccatgg
ctgcececatce
gcttgaggaa

aaccaatcct
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cacaccagtc
cctectggga
ctggggccac
ggaagccacg
gagcctcage
ctectgatggg
gtcctetget
cccteecegte
gaagtaggga
tgtgggggga
tgtgagaggg
ttagggaagg
ctttgttttg
tttattttte
aggccattat
gggctcctgg
tggccccatg
accagtcaac
gccacatggg
gagggcagcea
cagccctceat
ccatcatcat
agctttcatg
actgtgcaca
caaagccagce
gccgcectgage
tecctttgggg
gcagagccca
agtgctccect
aacaagcatt

ggacatgaag

agagccaaat
ggtcctggee
ctacggtggce
aaagtgcctce
cccacgecgg
cctetetgtg
ttctgceccate
tgttgtcgeca
ttggcecccag
acctgcectta
tcagacgcct
gcctgceccaca
cacactttgc
atttagtttg
tgtacttgece
gttttgtatt
gtcagcccta
ctgggcaaag
aggctcaccc
gggctaccct
cccgagcace
gtgtgtccac
taaactgtge
tctgtgtett
gtcctectet
gaggagatgc
tgaactacct
agggaattcg
cacatgtcag
cacaacttgt

attctttcce
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gaggggtgcg
acctgtgcac
atggcccctg
ttgggacagc
tgcecgggtaa
ccttegtgeg
catgggtcce
gggcctctga
ggccteegeg
atggtgtttce
gaggaaccct
gcctecectg
catattttca
attattcagt
ttattagagt
ctctgagetg
gggtggagag
cctagtgaag
ccttctccat
gagctgagge
tccacatcct
gactgtctcc
accaagcagg
gtttggaata
gtgaccaatg
tcettgggece
tggttcececce
gtgtgcacca
taccttcaaa
ttttggtttt

aattcacatc
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taacctcatc
ctctgctctg
caatgtgcta
gagggcagtc
cacttgtggg
aaagactcca
ggaaactatg
aactgttctt
aagtatttca
aaacaaaaat
tctttactag
ataccagtat
aaaatctgtc
attcttggtt
tttctatttce
tgcataacaa
tatgcattta
ttttgctttc
tgtcccteeg
ttcagaggcc
tgactggctg
tctgtccagg
agattacctc
gcacctccecece
tggtgtgatc
ttcccaggtg
agagcttccc
ccaaatcccc
cgctggactc
ttttgtattg
ttcctatacg

ttctactttg

ttcttcacca
cgtgtcacct
tgtgaagagt
gatagagctg
tttttgtttt
gttaaaaaaa
taacatgtag
gaatttaata
aattggagct
taaaatcctc
ttataaagat
aattgagttt
acgtagaact
gaggaaacaa
tcctecatgg
ttecctctact
aatacagtct
gaactgctag
ggacctggtg
ctegetgeca
tgtgttggga
cactgagata
ctgagaaaaa
caaccttaga
gtctgactgg
ctacaccctt
tgactcattc
taagcagacc
tcagtctctg
tttcaattgce
cagcgtgett

aagtcatacc

tttggcaatg
gtgcttcggg
aagtcaacct
tattaagcca
gtttttcatt
attttaatga
gaagtaggaa
atctgtaggg
tcatggcaga
aatccagcta
acagaactct
tcagtggggce
tggatgtacc
acatgaccct
gagaaaatag
aacaatcagc
tccatttgea
tcaagtgcgt
ctgcctctac
gctctgtate
ttgagtctgt
ccagcgagga
aggttccget
tgttctaagt
tgttatcacc
ttccagetgg
tgaaggagcc
actgataaaa
agcagtgaat
atctcccaga
taaaaaataa

aatgaaaaaa
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ccatcatctc
ccctteccac
gcctgacatt
cttaaaatgt
cagtcttacg
agaaagtgga
gtaaattata
taattagtaa
aggcaaaccc
tgttatattg
ttcaaaacct
agtcattatc
tgcccccaat
aaatcttgac
ataagagtag
tccttectgg
agggaaaagt
ccacgagctg
ctgacactcc
aggacccaga
gccacgtgtt
ggctccagag
tggagcagag
ctttccattg
gtgggctecce
atgagaattt
ccattcctgg
ccatgtagaa
gattcagtgt
taatgtgaaa
ataagaaaca

tgtatatgca

ctgeccttect
aggacatttc
tggagtgttc
tcacttttga
aatacttttg
aaacaaggaa
gtgatgtaat
catgtgttaa
atcaacaaaa
aaaaaataga
tttgaaatta
caggtaatcce
ccatgaacca
tacagtcagg
aaactgcagg
agactgccca
ctcttgtaat
tttactaggg
cttgggctcece
ggaaggggcc
tgtgctgtgg
ggcactctgc
gggctgaata
gatctcattg
tgactgggag
gagtgctctg
gaaatattcc
aatttgttat
taaatgtgat
atggtccagg
actctttgag

cttataattt
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cctgggecct
tctaagagaa
cccttecact
caaaggcaag
ccctttgatt
gtcaaagcaa
cttgaattgt
gtattttcat
attgtcecctt
gcctgaggga
acctctcact
aagatatttt
agaccattga
aaaggaatca
gaaaattatt
gctaaagcaa
ccgaatctet
atccctcatc
ctgtaacctc
agaggctegt
tgtgtceccce
ttgttattag
gcagaaggtt
gacccttcca
ttgatcgect
atccctcectac
ctagaaactt
tttgcaacct
gaatactgta
agaaggccaa
aaacaacaat

tcctaataaa

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860



gttectgtact
tggacgtgcet
ggttcatgga
acttgecctcet
tetttgattt
ggttttgtge
gcccttetea
ccagcactct
tctcacctag
gcagacaggt
catccacagt
agattgtccg
tgccaaatct
actggggaag
gtgcaggtgt
tgatttgaga
cttattactg
ttgagggaca
tccacctcct
agccccttaa
ccctcageta
acactgctat
cagaaagaaa
cagctgtgat
tccatgaage
gtgcattcag
ggatttgctt
gtggtctact
tggaaagggg
gggcacaggg

agctgagaaa

caaatgtagc
ttttttecece
aaacagggca
tctggacagce
tgctagaatt
aagggtctca
gtcctgggag
gtgtgtttcc
caatggctag
tctggtecte
caactttgtt
gtcctccaag
tcccatgact
gaagaagggt
gaagatcagt
tgcatcecectt
ccaacggtca
ggacaaagcc
gtttcctgag
caaagctcag
aaggatgggg
cctagcactg
gcctgagecce
gcctctectg
ctgcagtctg
gcatcaggga
aaaaagcgct
gagcccatga
gcttattcta
cactgggttt

gctggacccce

gtggacactg gatgcatatt

tgattcaaca gcatcgggct

caccaacagt
acaaacccaa
ttgtaatcat
tgatccttag
gcttetgaaa
ggtatttett
aatgcaacag
tgcactgcac
ccagcactgt
acagaggtca
agaaaggaga
cecctettece
taatgggatg
tagagcaggc
agactggggc
gatctctctg
agaggattag
cgcccectcececa
gtccacagag
agaccaaggg
agaagtcact
ggaatcgaca
tggcatgett
caccgcagga
gcggetgecg
agcgtaaaac
ggtgaaggtg
gggctggcat
gaagccggag
cagcttectt

cacggtgatg
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ttgaaattag
aactgagggt
gctaatcaca
cagggaaagg
ggccagcectg
gacagctgtg
aggtctggece
agagaccttg
cctggacatg
gcccttaaca
gtcagcacaa
cattggtcca
gccgtcatgt
cgggaagggc
ttgegtcecca
agttccagtce
actgggagag
ccctgaaagt
ctagaataag
agcaggaagt
gggtcgecate
atgggccaac
gcattctecce
gtgtggggag
tgtgagaagt
agaaaagacc
agacctgaga
ggagagccca
gtgtagctca
attcccatca

gggtcceccte

tgttactact
tgtgtaatcc
gctgagaatt
tgcteceettt
tcctecacte
aggagggaag
ctgatggtaa
ctggaagcca
gggcatagga
ctctctagea
aagttccgaa
gatgtgatca
gggtgctaag
agcgtggtgt
ttcactctct
tcccagetge
tgtgtggaag
tcceccatttt
acccacatct
gacctggaag
ccectgtatet
ccttcaaaat
ctcatttact
caagacacac
gggtatttte
cctaacttag
aaagtggatt
ggtggtatce
cacagggagt
cttgtgggag

agcacggctg

tggaatttte
tggctacagt
ctggaggcat
tctctgagtg
cacaagggat
cttccactct
ttgctgagga
gacacgattc
gatgagccca
cattctetgt
tgtctgagtc
catcatccca
ctgcagatgg
caggggacct
gctcectetg
aacactgaag
aagctagctt
gctccectcete
gcctctgetg
ctgagectge
ccggcacacc
gacctggcat
tggccaacaa
tcactctaat
atagattgtg
gcatcagtaa
ctttggggag
tcctgtgaat
ctggcatggg
gcacaaacac

attgcatgga

gcaggccgat ctgattttet gtcacaggag tacaaggctg

ttgctcecctt tctectgtg
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REIVINDICACIONES

1. Un trimero formado a partir de tres polipéptidos de fusién, en donde cada polipéptido de fusion comprende un
dominio extracelular de PD-1, un conector flexible y un dominio de trimerizacién, dicho trimero capaz de unirse a una
proteina que interactta con el dominio extracelular de PD-1, incluyendo PD-L1, PD-L2 y CD80.

2. El trimero de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido de fusién tiene al menos 90% de identidad con SEQ ID
NO: 26, opcionalmente en donde el polipéptido de fusion es SEQ ID NO: 26.

3. El trimero de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido de fusion esta codificado por una secuencia de acido
nucleico con al menos 70% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 25, opcionalmente en donde el polipéptido de
fusion esta codificado por SEQ ID NO: 25.

4. El trimero de la reivindicacion 1, en donde el dominio extracelular de PD-1 tiene al menos 90% de identidad con una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 y 34, opcionalmente en donde
el dominio extracelular de PD-1 se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO: 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 y 34.

5. El trimero de la reivindicacion 1, en donde el trimero es capaz de unirse a PD-L1 con una afinidad de
aproximadamente 16 picomolar.

6. El trimero de la reivindicacion 1, en donde el trimero es un homotrimero.
7. El trimero de la reivindicacién 1, en donde el trimero es un heterotrimero.

8. El trimero de la reivindicacion 1, en donde el dominio de trimerizacion se selecciona del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56 y 57.

9. El trimero de la reivindicacion 1, en donde el conector flexible se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID NO:
58, 59, 60, 61 y 62.

10. Un &cido nucleico que codifica el polipéptido de fusion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

11. Un vector de expresién que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 10.
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Figura 1A-B
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Figura 1D
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Figura 2A-C
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Figura 3A-B
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Figure 3C

Distribucion de Tamano por Numero
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Figura 3D-E
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Figura 3F

GTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCC
ATATATGGAGTTCOGCGTTACATAACTTACGUGTAAATGGCCCGUCTOGGCTGACCGCCCAACGA
COCCCGOCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCAT
TGACGTCAATGGGTGGACTATITACGGTAAACTGCCCACTTGGUAGTACATCAAGTGTATCAT
ATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGOCCCGCCTGGCATTATGCCCAG
TACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCA
TGO TGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGOGCGTGOATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTC
CAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCC
AAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTOACGCAAATGGGCGOTAGGCGTGTACGGTGGOAGGT
CTATATAAGCAGAGCTCTCTGGUTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAAT
ACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCCACCATGAAATGGGTCACCTTTATCAGCC
TGCTGTTCCTGTTCAGCAGCGCCTACAGCGGATCCOAGOGTGCAGCTGOTGGAATCTGLOGGAG
GACTGGTGCAGCCTGGCGGCTCTCTGAGACTUGTCTTGTGCCGCCAGCGGUTTCAGCCTGACCGT
GTACTCTGTGCACTGGGTGCGCCAGGOCCCAGGCAAAGGACTOGAATGGOGTGOOAGCCCTGTG
GOGCTCTGGCGGAACCGAGTACAACAGCAACCTGAAGTCCCGGTTCACCATCAGCCGGGACA
CCAGCAAGAACACCGTOGTACCTGCAGATGAACAGCCTOGCGOGCCGAGGACACCGOCOTGTAC
TATTGCGCCAGAGATCAGGGCCTGAACTACGGCAGCCTGTTCGACTATTGGGGCCAGGGCACA
CTOOGTOGACCGTOTCTAGCGOAGGOGOAGOAAGTOGOCGGAGGGGOATCTGGOGGOGGAGGTAG
CGATATTCAGATGACCCAGTCCCCCAGCAGCCTGAGCGUCTCTGTGGGCGACAGAGTGACCAT
CACCTGTCGGGCCAGCGAGAGCATCAGCTACAGCCTGTCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGUAA
GGOCCCCAAGCTGCTGATCTACAACGOCGTGAAGCTGGAAAGCGGCOTGCCCAGCAGATTITC
CGOCAGCGGCTCTOGCACCGACTTCACCCTGACCATCAGCTCCCTGCAGCCCGAGGACTTCGC
CACCTACTACTGCAAGCAGTACTGGAACACCCCCTTCACCTTCGGACAGGGUACCAAGGTGGA
AATCAAGAGAGCGOOOGCTEGCGCCCCTGTGOCTTATCCTGATCCCCTGEAACCTAGAGGCGG
CAGCCACCACCACCATCACCACTGATGA (SEQ 1D NO: 63)
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Figura 4A-B
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Figura 5A
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Figura 5B
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LCP GFP
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Figura 5C
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Aumento de intensidad (%)

ES 2907 486 T3

Figura 5D-E
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Figura 5F
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Figura 6A
Dia0 2 4 6 B8 10 12 14 16 18 20 22 24 4 mornaniberans
"SR TS S R N AT N VN SN DO R M M e
| I DA B | I I e T
$ & 4 ‘:E* @ | 0,5moig de LCF da ADND

Carga de metaatasis en higado (zefal de luciferasa)

Sin tratar

LCP pTrap

30

25E11

20e11

T5EM

10T

= =
A LA
g &

R e S %'ﬁ'%ﬁﬁ_ﬁﬁ*‘.ﬁ:$¥'§¥ e

Intensidad de bioluminiscencia (piseq)

Luminiscencia

(p/seg)

1.6 185 20

TP

Carga de metastasis en higado

s rr——

p-0 036 Sin tratar
| LCP pGFP

g ELCP pTrap
HNE

Muestra

101

L=



ES 2907 486 T3

Figura 6B
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Figura 6C
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Figura 8a
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Figura 8B-C
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Figura SA-B
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Figura 10A

Analisis de toxicidad en higado y rifién
240,000

LR
ALT Em‘; LN (gL} Creafining
, {regpefL
Biomarcadores b
uFES 0 LEP Blanco
0 LCP pGFP OLCFP pTrap

@ Profsina Trampa e 1) B Profsna Trampa (0 7)
O Proteina Trampa [0z 14)

Analisis leucocitaric

Tipo de célula
EpE3 BLCP Banco
@ LCP pGFP OLCP pTrap
D Profsina Trampa (06 1) BProfzina Trampa (D6 7)
OProtaina Trampa {0t 145

108



Pulman Bazo Rifign Higado

Corazon

Sin tratar LGP pGFP

ES 2907 486 T3

Figura 10B
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Figura 11
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Figura 13
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Figura 14A-C
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Figura 14D
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Figura 14E
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Figura 15A-E
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Figura 16A-B
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Figura 17A-B
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Figura 18A
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Figura 18B-C
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Luminiscencia
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Figura 19A
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Figura 19B
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Figura 20A-B

LPD trampa pCXCL12  LPD trampa pDL1

/LPD pCtrl

oquojd edwes 07
od a1
/110dd edwen a4

LPD trampa pCombo

110d ad
210y 0d edwey 0d7

104 ad1

Proteina PDL1

/LPD pCtrl

S8d

® § B E = 9
110d 3P Binpi2qoa 2p %

m oquoqd edwes 047
119d ad1
110dd edwen (47

110d ad1
Z119%0d edwen gd]

10d ad1

LPD pCtrl
Proteina CXCL12

S8d

g X e

ZH19X2 3P EInpiaqod ap 2

PES

123



ES 2907 486 T3

Figura 21
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Figura
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Figura 24
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Figura 2§
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