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DESCRIPCION
Virus modificado genéticamente
Campo de la invencién

La invencién se refiere a un agente inmunoterapéutico oncolitico y al uso del agente inmunoterapéutico oncolitico en
el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencién

Los virus tienen una capacidad Unica para entrar en las células con alta eficiencia. Después de entrar en las células,
los genes viricos se expresan y el virus se replica. Esto habitualmente da como resultado la muerte de la célula
infectada y la liberacién de los componentes antigénicos de la célula a medida que la célula se rompe al morir. Como
resultado, la muerte celular mediada por virus tiende a dar como resultado una respuesta inmunitaria a estos
componentes celulares, incluyendo tanto los derivados de la célula hospedadora como los codificados o
incorporados en el propio virus y esta reforzada debido al reconocimiento por parte del hospedador de los llamados
patrones moleculares asociados al dafio (DAMP, por sus siglas en inglés) que ayudan en la activacién de la
respuesta inmunitaria.

Los virus también se acoplan con diversos mediadores de la respuesta inmunitaria innata como parte de la
respuesta del hospedador al reconocimiento de una infeccién virica a través de, por ejemplo, receptores tipo Toll, y
sefializacion de cGAS/STING y el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP, por sus
siglas en inglés) que dan como resultado la activacién de respuestas de interferén y la inflamacién que también son
sefiales inmunogénicas para el hospedador. Estas respuestas inmunitarias pueden resultar en un beneficio
inmunogénico para los pacientes con cancer de tal manera que las respuestas inmunitarias a los antigenos
tumorales proporcionan un beneficio general sistémico que da como resultado el tratamiento de tumores que no han
sido infectados con el virus, incluyendo la enfermedad micro-metastasica y proporcionando vacunacién contra la
recaida.

Los efectos directos combinados ("oncoliticos") del virus y las respuestas inmunitarias contra los antigenos
tumorales (incluyendo "neoantigenos” no propios, es decir, derivados de los genes mutados particulares en tumores
individuales) se denominan "inmunoterapia oncolitica".

Los virus también pueden usarse como vehiculos de administracién ("vectores") para expresar genes heterélogos
insertados en el genoma virico en células infectadas. Estas propiedades hacen que los virus sean Utiles para una
diversidad de aplicaciones médicas y biotecnolégicas. Por ejemplo, los virus que expresan genes terapéuticos
heterdlogos pueden usarse para terapia génica. En el contexto de la inmunoterapia oncolitica, los genes
administrados pueden incluir los que codifican antigenos tumorales especificos, genes destinados a inducir
respuestas inmunitarias o aumentar la inmunogenicidad de los antigenos liberados tras la replicacién del virus y la
muerte celular, genes destinados a dar forma a la respuesta inmunitaria que se genera, genes para aumentar el
estado de activacién inmunitaria general del tumor o genes para aumentar las propiedades oncoliticas directas (es
decir, efectos citotéxicos) del virus. De manera importante, los virus tienen la capacidad de administrar moléculas
codificadas que estan destinadas a ayudar a iniciar, mejorar o dar forma a la respuesta inmunitaria antitumoral
sistémica directa y selectivamente a los tumores, que puede tener beneficios de, por ejemplo, una toxicidad reducida
o de centrar los efectos beneficiosos en los tumores (incluyendo aquellos no infectados por el virus) en lugar de los
efectos fuera de la diana en los tejidos normales (es decir, no cancerosos) en comparacién con la administracién
sistémica de estas mismas moléculas o administracién sistémica de otras moléculas dirigidas a las mismas rutas.

Se ha demostrado que varios virus incluyendo, por ejemplo, el virus del herpes simple (VHS) tiene utilidad en el
tratamiento oncolitico del cancer. El VHS para su uso en el tratamiento oncolitico del cdncer debe desactivarse de tal
manera que ya no sea patdgeno, pero aln puede entrar y destruir células tumorales. Varias mutaciones
inhabilitantes del VHS, incluyendo la alteracién de los genes que codifican ICP34.5, ICP6 y/o timidina quinasa, se
han identificado, que no impiden que el virus se replique en cultivo o en tejido tumoral in vivo, pero que previenen
una replicacién significativa en el tejido normal. Los VHS en los que solo se han alterado los genes ICP34.5 se
replican en muchos tipos de células tumorales in vitro y se replican selectivamente en tejido tumoral, pero no en el
tejido circundante, en modelos de tumores de ratén. Los ensayos clinicos de VHS con ICP34.5 eliminado o con
ICP34.5 e ICP6 eliminados, también han mostrado seguridad y replicacion selectiva en tejido tumoral en seres
humanos.

Como se ha analizado anteriormente, un virus oncolitico, incluyendo VHS, también puede usarse para administrar un
gen terapéutico en el tratamiento del cancer. Un virus con ICP34.5 eliminado de este tipo adicionalmente eliminado
para ICP47 y que codifica un gen heterdlogo para GM-CSF también se ha probado en ensayos clinicos, incluyendo
un ensayo de fase 3 en melanoma en el cual se demostré la seguridad y efectividad en el hombre. La GM-CSF es
una citocina proinflamatoria que tiene multiples funciones que incluyen la estimulacién de monocitos para salir a la
circulacién y migrar hacia tejido en donde proliferan y maduran a macréfagos y células dendriticas. La GM-CSF es
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importante para la proliferacién y maduracién de células presentadoras de antigeno, cuya actividad es necesaria
para la activacién de una respuesta inmunitaria antitumoral. Los datos del ensayo demostraron que podian
observarse respuestas tumorales en tumores inyectados y, en menor medida, en tumores no inyectados. Las
respuestas tendian a ser muy duraderas (meses-afios) y parecia que se lograba un beneficio de supervivencia en
los pacientes que respondian. Cada uno de ellos indicé la participacién del sistema inmunolégico en el tratamiento
del cancer, ademas del efecto oncolitico directo. Sin embargo, este y otros datos con virus oncoliticos generalmente
mostraron que no todos los tumores responden al tratamiento y que no todos los pacientes logran una ventaja de
supervivencia. Por lo tanto, las mejoras para la técnica de terapia oncolitica son claramente necesarias.

Recientemente se ha demostrado que la inmunoterapia oncolitica puede producir efectos terapéuticos aditivos o
sinérgicos junto con el bloqueo del punto de control inmunolégico (es decir, inhibicién o 'antagonismo' de las vias del
punto de control inmunitario, también denominado vias inmunitarias co-inhibitorias). El bloqueo del punto de control
(ruta inmunitaria inhibidora) pretende bloquear los mecanismos inmunitarios inhibidores del hospedador que
normalmente sirven para prevenir la aparicién de autoinmunidad. Sin embargo, en pacientes con céncer, estos
mecanismos también pueden servir para inhibir la induccién o bloquear los efectos potencialmente beneficiosos de
cualquier respuesta inmunitaria inducida a los tumores.

El bloqueo sistémico de estas vias por agentes dirigidos a CTLA-4, PD-1 o PD-L1 ha demostrado eficacia en varios
tipos de tumores, incluidos el melanoma y el cancer de pulmén. Sin embargo, como era de esperar, segun el
mecanismo de accidén, puede producirse una toxicidad fuera de la diana debido a la induccién de autoinmunidad.
Incluso asi, estos agentes son suficientemente tolerables para proporcionar una utilidad clinica considerable. Otras
vias inmuno-inhibidoras y dianas relacionadas para las que se estan desarrollando agentes (principalmente
anticuerpos) incluyen LAG-3, TIM-3, VISTA, CSF1R, IDO, CEACAM1, CD47. La actividad clinica éptima de estos
agentes, por ejemplo, PD1, PDL1, LAG-3, TIM-3, VISTA, CSF1R, IDO, CD47, CEACAM1, puede requerir la
administracion sistémica o la presencia en todos los tumores debido al mecanismo de accién, es decir, incluido el
direccionamiento de la superficie de contacto de las células efectoras inmunes con tumores u otros mecanismos
inhibidores inmunitarios en/de tumores. En algunos casos, una presencia méas localizada en por ejemplo solo
algunos tumores o en algunos ganglios linfaticos también pueden ser ptimamente eficaces, por ejemplo, agentes
dirigidos a CTLA-4.

Un enfoque alternativo para aumentar la respuesta inmunitaria antitumoral en pacientes con cancer es direccionar
(activar) las vias inmunoestimuladoras, es decir, en contraste con la inhibicién de las vias inmunitarias coinhibidoras.
Estas vias envian sefiales de activacion a los linfocitos T y otras células inmunitarias, generalmente como resultado
de la interaccién de los ligandos relevantes en las células presentadoras de antigeno (CPA) y los receptores
relevantes en la superficie de los linfocitos T y otras células inmunitarias. Estas sefiales, dependiendo del
ligando/receptor, pueden dar como resultado un aumento de la activacién de linfocitos T y/o CPA y/o células NK y/o
linfocitos B, incluidos subtipos particulares, mayor diferenciaciéon y proliferacién de linfocitos T y/o CPA y/o células
NK y/o linfocitos B, incluyendo subtipos particulares, o supresiéon de la actividad de linfocitos T inmunoinhibidores
tales como linfocitos T reguladores. Por lo tanto, se esperaria que la activacién de estas vias produzca respuestas
inmunes antitumorales mejoradas, pero también podria esperarse que la activacién sistémica de estas vias, es decir,
la activacién de respuestas inmunes en general en lugar de respuestas inmunes antitumorales especifica o
selectivamente, diese como resultado una considerable toxicidad fuera de la diana en tejido no tumoral, el grado de
tal toxicidad fuera de la diana depende de la via coestimuladora inmunitaria particular a la que se dirige. No obstante,
los agentes (principalmente anticuerpos agonistas, o con menos frecuencia el ligando soluble del receptor en
cuestién) que se dirigen a las vias coestimuladoras inmunitarias, incluidos los agentes que se dirigen a GITR, 4-1-
BB, 0X40, CD40 o ICOS, y destinados a uso sistémico (es decir, administracién intravenosa) estan o se han
propuesto para el desarrollo clinico.

Para que muchos de estos enfoques que se dirigen a las vias inmunitarias co-inhibidoras o co-inhibidoras tengan
éxito, se necesitan respuestas inmunitarias preexistentes a los tumores, es decir, de tal manera que se pueda
potenciar una respuesta inmunitaria preexistente o se pueda aliviar un bloqueo de una respuesta inmunitaria
antitumoral. La presencia de un microambiente tumoral inflamado, lo que es indicativo de una respuesta en curso,
también es necesaria. Las respuestas inmunitarias preexistentes a los neoantigenos tumorales parecen ser
particularmente importantes para la actividad del bloqueo de la ruta inmunitaria co-inhibidora y farmacos
relacionados. Solo algunos pacientes pueden tener una respuesta inmunitaria continua a los antigenos tumorales,
incluyendo los neoantigenos y/o un microambiente tumoral inflamado, ambos de los cuales son necesarios para la
actividad éptima de estos farmacos. Por lo tanto, los agentes oncoliticos que pueden inducir respuestas inmunitarias
a los antigenos tumorales, incluyendo los neoantigenos y/o que pueden inducir un microambiente tumoral inflamado
son atractivos para su uso en combinaciéon con el bloqueo de la ruta inmunitaria co-inhibidora y farmacos
potenciadores del sistema inmunitario. Esto probablemente explica los prometedores efectos antitumorales
combinados de los agentes oncoliticos y el bloqueo de la ruta inmunitaria coinhibitoria en ratones y seres humanos
que se han observado hasta ahora.

Liu et al. (2003, Gene Therapy, 10 (4): 292-303) describe virus del herpes simple con ICP34.5 delecionado con
propiedades oncoliticas, estimuladoras del sistema inmunitario y antitumorales mejoradas.
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Senzer et al. (2009, Journal of Clinical Oncology, 27 (34): 5763-5771) describe un ensayo clinico de fase Il de un
virus del herpes oncolitico de segunda generacién que codifica el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos en pacientes con melanoma metastésico no extirpable.

Simpson et al. (2006, Cancer Research, 66 (9). 4853-4842) describe la combinacién de una glicoproteina
fusogénica, activacién de profarmacos y virus del herpes simple oncolitico para mejorar el control local de tumores.

Piasecki et al. revela que Talilmogene laherparepvec aumenta la eficacia antitumoral del bloqueo de puntos de
control inmunolégico anti-PD-1 (2015, URL: http://iwww.ab stractsonline.com/Plan/View
Abstract.aspx?mID=3682&sKey=ebc7290a- af22-4fa6-943 6-c276011 fb 181 &cKey=b61 ¢ 1150-5 517-456bacd3 -
2f8048807587&mKey=19573a54-ae8f-4e00-9¢c23-bd6d62268424).

Sokolowski et al. (2015, Oncolytic virotherapy, 4:207-219) revisa hasta dénde hemos llegado en la viroterapia
oncolitica utilizando el virus del herpes simple.

El documento WO 2006/002394 desvela cepas de virus herpes oncolitico avirulentas disefiadas para contrarrestar la
respuesta innata del hospedador.

El analisis anterior demuestra que todavia hay mucho margen para mejorar los agentes oncoliticos y las terapias
contra el cancer utilizando agentes oncoliticos y respuestas antitumorales y farmacos que se dirigen hacia las vias
inmunitarias coinhibidoras o coestimuladoras.

Sumario de la invencién

La invencién se refiere a virus oncoliticos que expresan GM-CSF y al menos una molécula que se dirige hacia la via
coestimuladora. GM-CSF ayuda en la inducciéon de un microambiente tumoral inflamatorio y estimula la proliferacién
y maduracién de células presentadoras de antigeno, incluyendo células dendriticas, que ayudan en la induccién de
respuestas inmunes antitumorales. Estas respuestas inmunes se amplifican a través de la activacién de una via o
vias inmunitarias coestimuladoras usando una molécula activadora de la via inmnitaria coestimuladora o moléculas
también administradas por el virus oncolitico.

El uso de un virus oncolitico para administrar moléculas de direccionamiento a las vias inmunitarias coestimuladoras
se centra en la amplificacién de efectos inmunolégicos sobre las respuestas inmunitarias antitumorales, y reduce la
amplificacién de respuestas inmunitarias a antigenos no tumorales. Por tanto, las células inmunitarias en los tumores
y los ganglios linfaticos que drenan los tumores son activadas selectivamente por las moléculas activadoras de las
vias inmunitarias coestimuladoras en lugar de las células inmunitarias en general. Esto da como resultado una
mayor eficacia de la activacién de la via inmunitaria coestimuladora y la amplificacién de la respuesta inmunitaria
antitumoral, y también puede dar como resultado una reduccién de la toxicidad fuera de la diana. También es
importante direccionar los efectos del bloqueo sistémico combinado de la via inmunitaria coinhibidora y la activacion
de la via inmunitaria coestimuladora en los tumores, es decir, de manera que las respuestas inmunitarias
amplificadas de las que se liberan los bloqueos coinhibidores sean respuestas inmunitarias antitumorales en lugar de
respuestas a antigenos no tumorales.

La invencién utiliza el hecho de que, cuando es administrado por un virus oncolitico, el sitio de accién de la
activacién de la via coestimuladora y de la expresiéon de GM-CSF esta en el tumor y/o en el ganglio linfatico que
drena el tumor, pero los resultados de dicha activacién (una respuesta inmunitaria antitumoral sistémica amplificada)
son sistémicos. Esto se dirige a los tumores en general, y no solo a los tumores a los que el virus oncolitico ha
administrado la molécula o moléculas que se dirigen a una via o vias inmunitarias coestimuladoras y GM-CSF. Los
virus oncoliticos de la invencién, por tanto, proporcionan un tratamiento mejorado del cancer mediante la generacion
de respuestas inmunitarias mejoradas centradas en el tumor. El virus oncolitico de la invencién también ofrece
efectos inmunoestimulantes antitumorales mejorados, de manera que se potencian los efectos inmunomediados
sobre los tumores que no son destruidos por la oncdlisis, incluida la enfermedad micrometastésica, lo que da como
resultado una destruccién mas eficaz de estos tumores, y vacunacién antitumoral a largo plazo mas eficaz para
prevenir futuras recaidas y mejorar la supervivencia general.

La efectividad antitumoral mejora cuando un virus oncolitico de la invencién se usa como agente Unico y también
cuando el virus se usa en combinacién con otras modalidades anticancer, incluyendo quimioterapia, tratamiento con
agentes dirigidos, radiacién y, en realizaciones preferidas, farmacos de bloqueo de puntos de control inmunolégico
(es decir, antagonistas de una via inmunitaria coinhibidora) y/o agonistas de una via inmunitaria coestimuladora.

En consecuencia, la presente invencién proporciona un virus del herpes simple (VHS) oncolitico que comprende: (i)
un gen que codifica una GM-CSF heteréloga; y (ii) un gen que codifica la molécula activadora de la via inmunitaria
coestimuladora heteréloga, en donde el virus es competente de replicacién selectiva en tejido tumoral y cada gen
esta bajo el control de una secuencia promotora, y la molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora es un
ligando de CD40 (CD40L), un ligando de ICOS, un ligando de GITR, un ligando de 4-1BB, un ligando de 0X40,
TL1A, un ligando de CD30, CD27, un ligando de flt3 o un inhibidor de CTLA-4. El virus puede codificar mas de un
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gen de molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora.

La molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora es preferentemente GITRL, 4-1-BBL, OX40L, ICOSL o
CD40L o una proteina capaz de bloquear la sefial a través de CTLA-4, por ejemplo, un anticuerpo que se une a
CTLA-4. Los ejemplos de ligandos de CDA40, ICOS, GITR, 4-1-BB y 0X40 incluyen versiones modificadas de GITRL,
4-1-BBL, OX40L, ICOSL o CD40L que se secretan en lugar de estar unidos a la membrana y/o que se modifican de
manera que se formen multimeros de la proteina.

El virus puede ser un aislado clinico modificado, tal como un aislado clinico modificado de un virus, en donde el
aislado clinico mata dos o mas lineas de células tumorales mas rapidamente y/o a una dosis mas baja in vitro de uno
0 mas aislados clinicos de referencia de la misma especie de virus.

El virus es un virus del herpes simple (VHS), tales como VHS1. El VHS no expresa tipicamente ICP34.5 funcional
y/o ICP47 funcional y/o expresa el gen US11 como un gen temprano inmediato.

La invencidn también proporciona:

- una composicién farmacéutica que comprende un virus de la invencion y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable;

- el virus de la invencidén para su uso en un método de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia; y

- el virus de la invencidn para su uso en un método de tratamiento de cancer, en donde el método opcionalmente
comprende administrar un agente anticancer adicional.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa la estructura de un virus ejemplar de la invencién que comprende un gen que codifica
GM-CSL y un gen que codifica CD40L.

La Figura 2 muestra las capacidades diferenciales de las ocho cepas aisladas clinicas de VHS1 de mayor rango
evaluadas mediante tincién con violeta cristal 24 horas o 48 horas después de la infeccién con una MOI de 0,1,
0,01 o 0,001 como se indica en la Figura para matar lineas de células tumorales humanas Fadu, SK-mel-28,
A549, HT1080, MIA-PA-CA-2, HT29 y MDA-MB-231. Se indican las cepas de virus clasificadas en primer y
segundo lugar en cada linea celular. El virus RHO18A ocupé el primer lugar en cada una de las lineas celulares
Fadu, HT1080, MIA-PA-CA-2 y HT29 y el segundo en cada una de las lineas celulares SK-mel-28, A549 y MDA-
MB-231. RHOO4A ocupé el primer lugar junto con RHO18A y RHO15A en la linea celular HT29, el primero en las
lineas celulares SK-mel-28 y A549 y el segundo en la linea celular Fadu. RHO23A ocupé el primer lugar en la
linea celular MDA-MB-231 y el segundo en la linea celular HT1080. RHO31A ocupé el segundo lugar en cada
una de las lineas celulares MIA-PA-CA-2 y HT29. RHO40A ocupé el segundo lugar en la linea celular HT29.

La Figura 3 muestra una comparacion entre la cepa RHO18A, la cepa que ocupé el primer lugar entre todas las
cepas probadas, con una deformacién "promedia" de la deteccién (es decir, la cepa RHOB5A). Se necesitd
aproximadamente 10 veces menos de la cepa RHO18A para matar una proporcién igual de células que la de la
cepa RHOB5A, como se muestra en la tincién con violeta cristal 24 o 48 horas después de la infeccién con MOI
de 0,1, 0,01 y 0,001 en lineas celulares SK-mel-28, HT1080, MDA-MB-231, Fadu, MIA-PA-CA-2 y A549.

Las figuras 4 y 5 representan las estructuras de los virus VHS1 modificados por la delecién de ICP34.5 e ICP47
de manera que el gen US11 esta bajo el control del promotor temprano inmediato ICP457 y contiene genes
heterélogos en el locus ICP34.5. Los virus se construyeron usando la cepa RHO18A a menos que se indique lo
contrario en la Figura.

La Figura 6 muestra los resultados de un ELISA para detectar la expresién de GM-CSF humano o de ratén en
sobrenadantes de células BHK infectadas con el virus 16 (mGM-CSF y GALVR-), el virus 17 (hGM-CSF y
GALVR-) y el virus 19 (mGM-CSF).

La Figura 7 es una comparacién entre las capacidades de destruccién de células de la cepa RHO18A en la que
se elimina ICP34.5 y que expresa GALVR-y GFP (virus 10) con un virus que expresa solo GFP (virus 12) segun
lo determinado por tincién con violeta cristal en tres lineas celulares a bajo aumento.

La Figura 8 es una comparacién entre las capacidades de destruccién celular de la cepa RHO18A en la que se
eliminan ICP34.5 e ICP47 y que expresa GALVR- y GM-CSF (virus 17) con una cepa de la técnica anterior con
las mismas modificaciones determinadas por tincién con cristal violeta en cuatro lineas celulares.

La Figura 9 muestra la eficacia del Virus 16 (ICP34.5 e ICP47 eliminados que expresa GALVR-y mGM-CSF) en
el tratamiento de ratones que albergan tumores de linfoma A20 en ambos flancos. A los tumores de los flancos
derechos se les inyectd el virus o vehiculo y se observaron los efectos sobre el tamafio del tumor durante
30 dias. El virus fue eficaz tanto contra tumores inyectados como contra tumores no inyectados.

La Figura 10 demuestra los efectos del Virus 15 (ICP34.5 e ICP47 eliminados que expresa GALVR-y GFP) y el
Virus 24 (ICP34.5 e ICP47 eliminados que expresa GFP) en células 9L de rata in vitro segin lo evaluado por
tincién con violeta cristal. El virus que expresa GALV (Virus 15) mostré una mayor destruccién de células 9L de
rata in vitro en comparacién con un virus que no expresa GALV (Virus 24).

La Figura 11 muestra los efectos antitumorales del Virus 16 en ratones Balb/c que albergan tumores CT26 de
ratén en los flancos izquierdo y derecho. Después se trataron grupos de 10 ratones con: Vehiculo (3 inyecciones
en los tumores del flanco derecho cada dos dias); 5x10exp6 ufp de Virus 16 (mRP1) inyectados en el tumor del



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 841 300 TS5

flanco derecho cada dos dias; anti-PD1 de ratén solo (10 mg/kg i.p. cada tres dias, clon RMP1-14 de BioXCell);
anti-CTLA-4 de ratdn (3 mg/kg i.p. cada tres dias, clon 9D9 de BioXCell); anti-PD1 de ratén junto con Virus 16;
anti-CTLA4 de ratén junto con Virus 16; 1-metil tripotéfano (IMT; Inhibidor de IDO (5 mg/ml en agua para beber));
anti-PD1 de ratén junto con 1-metil tripotéfano; o anti-PD1 de ratén junto con 1-metil tripotéfano y Virus 16. Se
observaron los efectos sobre el tamafio del tumor durante 30 dias méas. Se observé una mayor reduccién del
tumor en los animales tratados con combinaciones de virus y bloqueo del punto de control que con los grupos de
tratamiento Unicos. La Figura 11A muestra que el uso de Virus 16 y anti-PDI en combinacién tiene un mejor
efecto antitumoral que el uso de anti-PDI o el virus solo. La Figura 11B muestra que el efecto antitumoral del
Virus 16 en combinacién con anti-CTLA-4 fue mejor que el efecto antitumoral del Virus 16 o del anti-CTLA-4 solo.
La Figura 11C muestra que se observé una mayor reduccion del tumor usando el Virus 16 junto con la inhibicién
tanto de anti-PDI como de IDO en comparacién con la inhibicién de anti-PDI y 1-MT en ausencia del virus.

La Figura 12 muestra la actividad antitumoral potenciada del Virus 16 en combinacién con el bloqueo del punto
de control inmunitario en tumores A20 de ratén en ambos flancos de ratones Balb/c en comparacién con el virus
solo o el bloqueo del punto de control solo (anti-PD1).

La Figura 13 muestra la estructura de los virus ICP34.5 e ICP47 eliminados que expresan construcciones de
anticuerpos anti-CTLA-4 anti-ratén o anti-humano GALVR-, GM-CSF y optimizados por codones (moléculas scFv
secretadas enlazadas a regiones Fc de IgG1 humana o de ratén). Los scFv contienen las cadenas variables
ligeras y pesadas ([GsS]s) enlazadas del anticuerpo 9D9 (documento US2011044953: version para ratén) y de
ipilimumab (documento US20150283234; versién humana). También se muestra la estructura resultante del
inhibidor de CTLA-4.

La Figura 14 muestra los efectos antitumorales del Virus 16 y del Virus 19 en un modelo de xenoinjerto humano
(A549). Hubo tres inyecciones de Virus 16, Virus 19 o del vehiculo durante una semana a tres niveles de dosis
diferentes (N = 10/grupo). Se indican las dosis de los virus usados. Los efectos antitumorales del Virus 16 que
expresa GALV fueron mejores que los del Virus 19 que no expresa GALV.

La Figura 15 demuestra los efectos de los virus de la invencién que expresan GALVR- en células 9L en los
flancos de ratas Fischer 344. Los siguientes tratamientos se administraron a grupos de ratas (diez por grupo), en
un flanco de cada rata solo tres veces por semana durante tres semanas: 50 ul de vehiculo; 50 ul de 107 ufp/ml
de Virus 19 (expresa mGM-CSF pero no GALV R-); 0 50 pl de 107 ufp/ml de Virus 16 (expresa tanto GM-CSF de
ratdn como GALV-R-). A continuacién, se observaron los efectos sobre el crecimiento tumoral durante 30 dias
més. Se observd un control y una contraccién superiores del tumor con el virus que expresa GM-CSF y GALV-R-
en comparacion con el virus que expresa GM-CSF solo.

La Figura 16 muestra los efectos antitumorales de virus que expresan anti-mCTLA-4 (virus 27), mCD40L (virus
32), mOX40L (virus 35), m4-2BBL (virus 33), cada uno también con mGM-CSF y GALV- R- en comparacidn con
el virus 16 (expresa GALV y mGM-CSF).

Breve descripcion del listado de secuencias

SEQ ID NO: 1 es la secuencia de nucledtidos de GM-CSF de ratén.

SEQ ID NO: 2 es la secuencia de nucledtidos de una versidn de codones optimizados de GM-CSF de ratén.

SEQ ID NO: 3 es la secuencia de nucledtidos de GM-CSF de humano.

SEQ ID NO: 4 es la secuencia de nucleétidos de una versién de codones optimizados de GM-CSF de humano.
SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoéacidos de GM-CSF de ratén.

SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoéacidos de GM-CSF de humano.

SEQ ID NO: 7 es la secuencia de nucledtidos de GALV-R-.

SEQ ID NO: 8 es la secuencia de nucledtidos de una versién de codones optimizados de GALV-R- (los primeros
tres nucledtidos son opcionales)

SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoéacidos de GALV-R-.

SEQ ID NO: 10 es la secuencia de nucledtidos de una versién de codones optimizados de una versién de CD40L
unida a la membrana humana.

SEQ ID NO: 11 es la secuencia de aminoacidos de una versién de CD40L unida a la membrana humana.

SEQ ID NO: 12 es la secuencia de nucledtidos de una versiéon de codones optimizados de una version secretada
multimérica de CD40L de humano.

SEQ ID NO: 13 es la secuencia de aminoacidos de una versién secretada multimérica de CD40L de humano.
SEQ ID NO: 14 es la secuencia de nucledtidos de una versiéon de codones optimizados de una version secretada
multimérica de CD40L de ratén.

SEQ ID NO: 15 es la secuencia de aminoacidos de una versién secretada multimérica de CD40L de ratén.

SEQ ID NO: 16 es una versidén de codones optimizados de la secuencia de nucleétidos de CD40L humano de
tipo silvestre.

SEQ ID NO: 17 es la secuencia de aminoacidos de CD40L humano de tipo silvestre.

SEQ ID NO: 18 es una version de codones optimizados de la secuencia de nucleétidos de CD40L de ratdén de
tipo silvestre.

SEQ ID NO: 19 es la secuencia de aminoacidos de CD40L de ratén de tipo silvestre.

SEQ ID NO: 20 es la secuencia de nuclebtidos de una versién de codones optimizados de 4-1BBL murino.

SEQ ID NO: 21 es la secuencia de nucleétidos de una versidén de codones optimizados de 4-1BBL de humano.
SEQ ID NO: 22 es la secuencia de nucleétidos de una version de codones optimizados de 4-1BBL de raton
secretado.
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SEQ ID NO: 23 es la secuencia de nucledtidos de una versién de codones optimizados de 4-1BBL secretado
humano.

SEQ ID NO: 24 es la secuencia de nucleétidos de una versidén de codones optimizados de GITRL murino.

SEQ ID NO: 25 es la secuencia de nucleétidos de una versién de codones optimizados de GITRL de humano.
SEQ ID NO: 26 es la secuencia de nucledtidos de una versién de codones optimizados de GITRL murino
secretado.

SEQ ID NO: 27 es la secuencia de nucleétidos de una versiéon de codones optimizados de GITRL humano
secretado.

SEQ ID NO: 28 es la secuencia de nucleétidos de una versién de codones optimizados de OX40L murino.

SEQ ID NO: 29 es la secuencia de nuclebtidos de una versién de codones optimizados de OX40L de humano.
SEQ ID NO: 30 es la secuencia de nucledtidos de una versién de codones optimizados de OX40L murino
secretado.

SEQ ID NO: 31 es la secuencia de nucleétidos de una versién de codones optimizados de OX40L de humano
secretado.

SEQ ID NO: 32 es la secuencia de nucleétidos de una versién de codones optimizados de ICOSL murino.

SEQ ID NO: 33 es la secuencia de nuclebtidos de una versién de codones optimizados de ICOSL de humano.
SEQ ID NO: 34 es la secuencia de nucleétidos de un anticuerpo scFv CTLA-4 murino. Los primeros seis y los
Ultimos ocho nucleétidos son sitios de restriccion afiadidos con fines de clonacion.

SEQ ID NO: 35 es la secuencia de nucleétidos de un anticuerpo scFv CTLA-4 murino. Los primeros seis y los
Ultimos ocho nucleétidos son sitios de restriccion afiadidos con fines de clonacion.

SEQ ID NO: 36 es la secuencia de nucledtidos del promotor de CMV.

SEQ ID NO: 37 es la secuencia de nucledtidos del promotor de RSV.

SEQ ID NO: 38 es la secuencia de nucledtidos de poliA de BGH.

SEQ ID NO: 39 es la secuencia de nucleétidos de la poliA tardia de SV40.

SEQ ID NO: 40 es la secuencia de nucleétidos del promotor potenciador de SV40.

SEQ ID NO: 41 es la secuencia de nucleétidos de poliA de beta-globulina (RBG) de conejo.

SEQ ID NO: 42 es la secuencia de nucleétidos de GFP.

SEQ ID NO: 43 es la secuencia de nucleétidos del promotor LTR de MoMuLV.

SEQ ID NO: 44 es la secuencia de nucledtidos del promotor de EF1a.

SEQ ID NO: 45 es la secuencia de nucleétidos de poliA de HGH.

Descripcion detallada de la invencién
Virus oncolitico

El virus de la invencién es oncolitico. Un virus oncolitico es un virus que infecta y se replica en las células tumorales,
de tal manera que las células tumorales mueran. El virus tiene capacidad de replicacién selectiva en tejido tumoral.
Un virus es selectivamente competente para la replicacién en tejido tumoral si se replica mas eficazmente en tejido
tumoral que en tejido no tumoral. La capacidad de un virus para replicarse en diferentes tipos de tejidos puede
determinarse usando técnicas convencionales en la técnica.

El virus de la invencién es un virus del herpes simple. Los virus de la invencién pueden basarse en un virus de tipo
silvestre (es decir, inalterado de la especie de virus parental), o un virus con alteraciones de genes o adiciones de
genes. El virus es una cepa de VHS, incluyendo cepas de VHS1 y VHS2 y lo mas preferentemente es una cepa de
VHS1. En realizaciones particularmente preferidas, el virus de la invenciéon se basa en un aislado clinico de la
especie de virus que se va a usar. El aislado clinico puede haberse seleccionado baséndose en que tiene
propiedades ventajosas particulares para el tratamiento del cancer.

El aislado clinico puede tener efectos antitumorales sorprendentemente buenos en comparacién con otras cepas del
mismo virus aisladas de otros pacientes, en donde un paciente es un individuo que alberga la especie de virus que
se va a probar. Las cepas de virus usadas para la comparacién para identificar virus de la invencién pueden aislarse
de un paciente o de un voluntario por lo demés sano (es decir, distinto de albergar la especie de virus a probar),
preferentemente un voluntario saludable. Las cepas de VHS1 usadas para identificar un virus de la invencién se
aislan tipicamente del herpes labial de individuos que albergan VHS1, tipicamente tomando un hisopo usando, por
ejemplo, hisopo/recipiente de la marca Virocult (Sigma) que contiene el medio de transporte seguido de transporte a
la instalacién para usarse para mas pruebas.

Después del aislamiento de los virus para compararlos de los individuos, normalmente se preparan reservas de
virus, por ejemplo, cultivando los virus aislados en células BHK o vero. Preferentemente, esto se hace después de
no mas de 3 ciclos de congelacién y descongelacién entre la toma de la muestra y el cultivo, por ejemplo, células
BHK o vero para preparar la reserva de virus para su uso adicional. Mas preferentemente, la muestra de virus se ha
sometido a 2 0 menos de 2 ciclos de congelacién descongelacién antes de la preparacién de la reserva para su uso
adicional, méas preferentemente un ciclo de congelacién descongelacién, lo mas preferentemente sin ciclos de
congelaciéon descongelacion. Se comparan los lisados de las lineas celulares infectadas con los virus preparados de
esta manera después del aislamiento, tipicamente probando la capacidad del virus para matar lineas de células
tumorales in vitro. Como alternativa, las reservas viricas pueden almacenarse en condiciones adecuadas, por
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ejemplo congelando, antes de las pruebas. Los virus de la invencidn tienen efectos antitumorales
sorprendentemente buenos en comparacién con otras cepas del mismo virus aisladas de otros individuos,
preferentemente en comparacién con los aislados de >5 individuos, mas preferentemente >10 individuos distintos, lo
méas preferentemente >20 individuos distintos.

Las reservas de los aislados clinicos identificados para su modificaciéon para producir virus de la invencién (es decir,
que tienen propiedades sorprendentemente buenas para matar células tumorales en comparacién con otras cepas
viricas con las que se compararon) se pueden almacenar en condiciones adecuadas, antes o después de la
modificacién, y se usan para generar mas reservas segln sea apropiado.

Un aislado clinico es una cepa de una especie de virus que se ha aislado de su hospedador natural. El aislado
clinico se ha aislado preferentemente con el propdsito de probar y comparar el aislado clinico con otros aislamientos
clinicos de esa especie de virus para una propiedad deseada, que en el caso de los virus de la invencion es la
capacidad de matar células tumorales humanas. Los aislados clinicos que pueden usarse para la comparacion
también incluyen los de muestras clinicas presentes en repositorios clinicos, es decir, recopilados previamente para
diagnéstico clinico u otros fines. En cualquier caso los aislados clinicos usados para la comparacion e identificacién
de virus de la invencidn preferentemente se habran sometido a un cultivo minimo in vitro antes de ser probado para
la propiedad deseada, preferentemente habiendo sido sometido solamente a un cultivo suficiente para permitir la
generacion de suficientes reservas para fines de pruebas comparativas. Como tal, los virus usados para la
comparacion para identificar virus de la invencién también pueden incluir cepas depositadas, en donde la cepa
depositada se ha aislado de un paciente, preferentemente una cepa de VHS1 aislada del herpes labial de un
paciente.

El virus puede ser un aislado clinico modificado, en donde el aislado clinico mata dos o mas lineas de células
tumorales mas rapidamente y/o a una dosis mas baja in vitro de uno o més aislados clinicos de referencia de la
misma especie de virus. Normalmente, el aislado clinico matard dos o mas lineas de células tumorales en 72 horas,
preferentemente en 48 horas, mas preferentemente en 24 horas, de infeccién en multiplicidades de infeccién (MOI)
menores o iguales a 0,1, preferentemente menor o igual a una MOI de 0,01, mas preferentemente menor o igual a
una MOI de 0,001. Preferentemente, el aislado clinico matard un amplio intervalo de lineas de células tumorales,
tales como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o, por ejemplo, todas de las siguientes lineas de células tumorales humanas:
U87MG (glioma), HT29 (colorrectal), LNCaP (préstata), MDA-MB-231 (mama), SK-MEL-28 (melanoma), Fadu
(carcinoma de células escamosas), MCF7 (mama), A549 (pulmdn), MIAPACA-2 (pancreas), CAPAN-1 (pancreas),
HT1080 (fibrosarcoma).

Por lo tanto, el virus de la invencién puede ser capaz de matar células de dos 0 mas, tales como 3, 4, 5, 6, 7 0 mas,
tipos diferentes de tumores tales como dos 0 mas, tales como 3, 4, 5, 6, 7 0 més, tumores sélidos, incluyendo pero
no limitado a células de tumor colorrectal, células de tumor de préstata, células de tumor de mama, células de tumor
de ovario, células de melanoma, células de carcinoma de células escamosas, células de tumor de pulmén, células
de tumor pancreatico, células de sarcoma y/o células de fibrosarcoma.

La muerte de la linea de células tumorales puede determinarse mediante cualquier método adecuado. Normalmente,
una muestra se aisla primero de un paciente, preferentemente, en el caso de VHS1, de un herpes labial, se usa para
infectar células BHK u otra linea celular adecuada tal como las células vero. Las muestras positivas se identifican
tipicamente por la presencia de un efecto citopatico (CPE) 24-72 horas después de la infeccién, tal como 48 horas
después de la infeccién, y se confirman que es la especie virica diana mediante, por ejemplo, inmunchistoquimica o
PCR. Después se generan reservas viricas a partir de las muestras positivas. Normalmente se prueba una muestra
de la reserva virica y se compara con otras muestras generadas de la misma manera usando hisopos de diferentes
pacientes. Las pruebas pueden llevarse a cabo determinando el nivel de CPE alcanzado en un intervalo de
multiplicidad de infecciones (MOI) y en diversos momentos después de la infeccién.

Por ejemplo, las lineas celulares al 80 % de confluencia pueden infectarse con la muestra virica a MOl de 1, 0,1,
0,01 y 0,001 y las placas duplicadas se incuban durante 24 y 48 horas a 37 °C, 5% de CO2 antes de la
determinacién del grado de destruccién de las células viricas. Esto puede determinarse mediante, por ejemplo,
fijacion de las células con glutaraldehido y tincién con violeta cristal usando métodos convencionales. El nivel de lisis
celular puede evaluarse mediante métodos convencionales tales como la observacién general, microscopia
(recuento de células) y fotografia. El método puede repetirse incubando las células durante periodos de tiempo mas
cortos, tales como 8, 12 o 16 horas, o periodos de tiempo mas largos, tales como 72 horas, antes de que se
determine la muerte celular, o a MOI adicionales tales como 0,0001 o menos.

También pueden realizarse experimentos de curva de crecimiento para evaluar la capacidad de diferentes aislados
clinicos para replicarse en lineas de células tumorales in vitro. Por ejemplo, las lineas celulares al 80 % de
confluencia pueden infectarse con la muestra virica a MOI de 1, 0,1, 0,01 y 0,001, incubada a 37 °C, 5% de CO2 y
las células lisadas, tipicamente por congelaciéon/descongelacién, a 0, 8, 16, 24 y 48 horas después de la infeccidon
antes de determinar el grado de muerte de las células viricas. Esto puede determinarse mediante, por ejemplo,
evaluacién de los titulos viricos mediante un ensayo en placa convencional.
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Un aislado clinico de la invencién puede matar lineas de células tumorales infectadas mas rapidamente y/o a una
menor MOI que los otros aislados clinicos con los que se compara, preferentemente 2, 3, 4, 5 0 10 0 mas, aislados
clinicos distintos de la misma especie de virus. El aislado clinico de la invenciéon normalmente mata a una proporcién
un 10 %, 25 % o 50 % mayor de las células tumorales presentes a una MOl y un punto de tiempo particulares que al
menos uno, preferentemente 2, 3, 4, 5 0 10 0 mas, aislados clinicos distintos del mismo tipo de virus a la misma MOI
y punto de tiempo con el que se compard. El aislado clinico de la invencién normalmente mata la misma o una
mayor proporciéon de células tumorales a una MOI que es la mitad 0 menos de la mitad de la MOI en el que uno o
méas, preferentemente 2, 3, 4, 5,10 0 15 0 mas, aislados clinicos distintos de la misma especie de virus usados para
la comparacién en el mismo momento, tipicamente a las 12, 24 y/o 48 horas, mata la misma proporcién de células
tumorales. Preferentemente, un aislado clinico de la invencién normalmente mata la misma o una mayor proporcion
de células tumorales a una MOI que es la 5 0 10 veces menor que la MOI en la cual uno o mas, preferentemente 2,
3,4, 5,10 0 15 0 més, aislados clinicos distintos del mismo virus usados para la comparacién en el mismo momento,
tipicamente a las 12, 24 y/o 48 horas mata la misma proporcién de células tumorales. Las capacidades mejoradas
de muerte de células tumorales de un virus de la invencidn se logran tipicamente en comparacién con al menos el
50 %, el 75 % o el 90 % de los otros aislamientos clinicos de la misma especie virica usada para la comparacion. El
virus se compara preferentemente con al menos 4 cepas distintas de virus, tales como, por ejemplo, 7, 9, 19, 39 0 49
cepas distintas de virus de la misma especie.

Las cepas aisladas pueden probarse en lotes, por ejemplo, de 4-8 cepas viricas a la vez, en, por ejemplo, 4-8 de las
lineas de células tumorales a la vez. Para cada lote de experimentos, el grado de muerte alcanzado se clasifica en
cada linea celular de la mejor (es decir, menos células supervivientes en cada punto temporal/MOI) a la peor (es
decir, la mayoria de células supervivientes para cada punto temporal/MOI) para los virus que se comparan en ese
experimento. Las cepas de virus de cada experimento que se desempefian mejor en toda la gama de lineas de
células tumorales probadas (es decir, que se clasificaron consistentemente como una de las mejores para matar las
lineas celulares) pueden luego compararse directamente en experimentos adicionales usando otros aislados clinicos
y/u otras lineas de células tumorales para identificar las mejores cepas de virus en el total de, por ejemplo, > 20
cepas de virus muestreadas.

En una realizacion preferida, el virus de la invencioén deriva de una cepa seleccionada de:

cepa RHO18A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121904;
cepa RHOO4A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121902;
cepa RHO31A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121907;
cepa RHO40B que tiene el nimero de registro ECCAC 16121908;
cepa RHO15A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121903;
cepa RHO21A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121905;
cepa RHO23A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121906; y
cepa RHO47A que tiene el niumero de registro ECCAC 16121909.

Més preferentemente, el virus de la invencién deriva de una cepa seleccionada de:

cepa RHO18A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121904;
cepa RHOO4A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121902;
cepa RHO31A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121907;
cepa RHO40B que tiene el niumero de registro ECCAC 16121908; y
cepa RHO15A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121903;

Lo més preferentemente, el virus de la invencién deriva de la cepa RHO18A que tiene el nimero de registro EACC
16121904.

Un VHS de la invencién es capaz de replicarse selectivamente en tumores, tales como tumores humanos.
Normalmente, el VHS se replica eficazmente en tumores diana pero no se replica eficazmente en tejido no tumoral.
Este VHS puede comprender una 0 mas mutaciones en uno o mas genes viricos que inhiben la replicacion en tejido
normal pero aun permiten la replicacién en tumores. La mutacién puede, por ejemplo, ser una mutacién que impide
la expresién de ICP34.5 funcional, ICP6 y/o timidina quinasa por el VHS.

En una realizacién preferida, los genes que codifican ICP34.5 se mutan para conferir actividad oncolitica selectiva al
VHS. Las mutaciones de los genes que codifican ICP34.5 que impiden la expresién de ICP34.5 funcional se
describen en Chou et al. (1990) Science 250:1262-1266, Maclean et al. (1991) J. Gen. Virol. 72:631-639 y Liu et al.
(2003) Gene Therapy 10:292-303. El gen que codifica ICP6 y/o el gen que codifica la timidina quinasa también
pueden estar inactivados, al igual que otros genes, siempre que dicha inactivacién no evite que el virus infecte o se
replique en los tumores.

El VHS puede contener una mutacién o mutaciones adicionales que potencian la replicacién del VHS en tumores. La
mejora resultante de la replicacién virica en tumores no solo da como resultado una mejor destruccidn directa de las
células tumorales 'oncoliticas’ por el virus, sino que también mejora el nivel de expresién génica heteréloga (es decir,
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un gen insertado en el virus, en el caso de virus de la invencién, genes que codifican GM-CSF y molécula o
moléculas activadoras de la via coestimuladora) y aumenta la cantidad de antigeno tumoral liberado cuando las
células tumorales mueren, ambos de los cuales pueden también mejorar las propiedades inmunogénicas de la
terapia para el tratamiento del cancer. Por ejemplo, en una realizacion preferida de la invencion, la delecién del gen
que codifica ICP47 de una manera que coloca el gen US11 bajo el control del promotor temprano inmediato que
normalmente controla la expresiéon del gen que codifica ICP47 conduce a una replicacién mejorada en tumores
(véase Liu et al., 2003).

Otras mutaciones que colocan la secuencia codificante de US11, que es un gen tardio del VHS, bajo el control de un
promotor que no depende de la replicacién virica también puede introducirse en un virus de la invencién. Tales
mutaciones permiten la expresién de US11 antes de que se produzca la replicacion del VHS y mejoran la replicacion
virica en tumores. En particular, tales mutaciones potencian la replicacion de un VHS que carece de genes que
codifican ICP34.5 funcionales.

En consecuencia, en una realizacion el VHS de la invencién comprende un gen US11 unido operativamente a un
promotor, en donde la actividad del promotor no depende de la replicacién virica. El promotor puede ser un promotor
temprano inmediato (IE) o un promotor distinto del VHS que sea activo en mamiferos, preferentemente en, células
tumorales de seres humanos. El promotor puede, por ejemplo, ser un promotor eucariota, tal como un promotor
derivado del genoma de un mamifero, preferentemente un ser humano. El promotor puede ser un promotor ubicuo
(tal como un promotor de B-actina o tubulina) o un promotor especifico de célula, tal como un promotor especifico de
tumor. El promotor puede ser un promotor virico, tales como el promotor de repeticién terminal larga del virus de la
leucemia murina de Moloney (LTR MMLV) o el promotor IE de citomegalovirus (CMV) humano o de ratén. Los
promotores tempranos inmediatos (IE) de VHS son bien conocidos en la técnica. El promotor |IE de VHS puede ser el
promotor que impulsa la expresién de ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 o ICP47.

Los genes mencionados anteriormente, cuya inactivacién funcional proporciona la propiedad de selectividad tumoral
al virus, puede volverse funcionalmente inactivo por cualquier método adecuado, por ejemplo, por delecién o
sustitucién de todo o parte del gen y/o secuencia de control del gen o por insercién de uno o mas acidos nucleicos
en o en lugar del gen y/o la secuencia de control del gen. Por ejemplo, los métodos de recombinacién homdéloga, que
son convencionales en la técnica, pueden usarse para generar el virus de la invencién. Alternativamente, pueden
usarse enfoques basados en cromosomas artificiales bacterianos (BAC, por sus siglas en inglés).

Como se usa en el presente documento, el término "gen" significa la secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina, es decir, la secuencia codificante del gen. Los diversos genes mencionados anteriormente pueden volverse
no funcionales mutando el propio gen o las secuencias de control que flanquean el gen, por ejemplo, la secuencia
promotora. Las deleciones pueden eliminar una o més porciones del gen, el gen completo o el gen completo y todas
o algunas de las secuencias de control. Por ejemplo, puede hacerse la delecién de un solo nucleétido dentro del
gen, dando como resultado un desplazamiento de marco. Sin embargo, puede realizarse una supresion mas grande,
por ejemplo, al menos aproximadamente el 25 %, mas preferentemente al menos aproximadamente el 50 % de la
secuencia codificante y/o no codificante total. En una realizacién preferida, el gen que se vuelve funcionalmente
inactivo se elimina. Por ejemplo, el gen completo y, opcionalmente, algunas de las secuencias flanqueantes pueden
eliminarse del virus. Cuando dos o més copias del gen estan presentes en el genoma virico, ambas copias del gen
se vuelven funcionalmente inactivas.

Un gen puede inactivarse sustituyendo otras secuencias, por ejemplo, sustituyendo todo o parte del gen endégeno
por un gen heterélogo y opcionalmente una secuencia promotora. Cuando no se sustituye ninguna secuencia
promotora, el gen heterélogo puede insertarse de manera que esté controlado por el promotor del gen que se vuelve
no funcional. En un VHS de la invencién, se prefiere que los genes que codifican ICP34.5 se vuelvan no funcionales
mediante la inserciébn de un gen o genes heterblogos y una secuencia promotora o secuencias unidas
operativamente al mismo, y opcionalmente otros elementos reguladores tales como secuencias de poliadenilacién,
en cada uno de los loci génicos que codifican ICP34.5.

Un virus de la invencién se usa para expresar GM-CSF y una molécula activadora de la via inmunitaria
coestimuladora, seleccionada de un ligando de CD40 (CD40L), un ligando de ICOS, un ligando de GITR, un ligando
de 4-1-BB, un ligando de 0X40, TL1A, un ligando de CD30, CD27, un ligando de flt3 y un inhibidor de CTLA-4 en
tumores. Esto se logra insertando un gen heterdlogo que codifica la GM-CSF y un gen heterélogo que codifica la
molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora en el genoma de virus competente para la replicacién en el
que cada gen esta bajo el control de una secuencia promotora. Como la replicacién de dicho virus se producira de
forma selectiva en el tejido tumoral, la expresién de la GM-CSF y la proteina activadora de la via inmunitaria
coestimuladora por parte del virus también se mejora en el tejido tumoral en comparacién con el tejido no tumoral en
el cuerpo. La expresidon mejorada se produce cuando la expresién es mayor en los tumores en comparacién con
otros tejidos del cuerpo. También se esperaria que las proteinas expresadas por el virus oncolitico estén presentes
en los ganglios linfaticos de drenaje de tumores infectados por virus oncoliticos, incluso debido al tréfico de proteinas
expresadas y de virus en y sobre las células presentadoras de antigenos del tumor. En consecuencia, la invencién
proporciona beneficios de expresién tanto de una GM-CSF como de la molécula activadora de la via inmunitaria
coestimuladora de forma selectiva en tumores y nédulos linfaticos que drenan tumores combinados con el efecto
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antitumoral proporcionado por la replicacidén del virus oncolitico.

El virus de la invencién comprende un gen que codifica la GM-CSF heteréloga. La secuencia del gen que codifica la
GM-CSF puede ser optimizada por codén para aumentar los niveles de expresion de las respectivas proteinas en
células diana en comparacién con si se usa la secuencia no alterada.

El virus de la invencién comprende un gen heterélogo que comprende una molécula activadora de la via inmunitaria
coestimuladora. La molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora es un ligando de CD40 (CD40L), un
ligando de ICOS, un ligando de GITR, un ligando de 4-1-BB, un ligando de 0X40, TL1 A, un ligndo de CD30, CD27,
un ligando de fit3 o un inhibidor de CTLA-4. Las moléculas activadoras de la via inmunitaria coestimuladora incluyen
proteinas y moléculad de acido nucleico (por ejemplo, secuencias de aptdmero). Los ejemplos de moléculas
activadoras de la via inmunitaria coestimuladora incluyen el ligando de CDA40, el ligando de GITR, el ligando de 4-1-
BB, el ligando de 0X40, el ligando de ICOS, el ligando de fit3, TL1A, el ligando de CD30, CD70 y los anticuerpos
monocatenarios que se dirigen a los respectivos receptores para estas moléculas (CD40, GITR, 4-1-BB, 0X40,
ICOS, fit3, DR3, CD30, CD27). Esta molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora puede ser una version
soluble de CD40L, GITRL, 4-1-BBL, OX40L, ICOSL, ft3L, TL1A, CD30L o CD70L.

Los activadores de las vias inmunitarias coestimuladoras incluyen ligandos mutantes o de tipo silvestre, solubles,
ligandos secretados y/o unidos a la membrana y anticuerpos agonistas que incluyen anticuerpos monocatenarios.
Los virus de la invencién codifican preferentemente una o mas de CD40L, ICOSL, 4-1-BBL, GITRL u OX40L.

El inhibidor de una ruta co-inhibidora puede ser un inhibidor de CTLA-4. El inhibidor de CTLA-4 es tipicamente una
molécula tales como un péptido o proteina que se une a CTLA-4 y reduce o bloquea la sefializacién a través de
CTLA-4, por ejemplo, reduciendo la activacién por B7. Al reducir la sefializacién CTLA-4, el inhibidor reduce o retira
el bloqueo de las vias inmunoestimulantes por CTLA-4.

El inhibidor de CTLA-4 es preferentemente un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo. El término
"anticuerpo" como se hace referencia en el presente documento incluye anticuerpos completos y cualquier
fragmento de unién a antigeno (es decir, la "porcién de unién a antigeno") o cadenas sencillas de los mismos. Un
anticuerpo se refiere a una glucoproteina que comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras
(kappa) (L) interconectadas por enlaces disulfuro o una porcién de unién a antigeno de las mismas. Cada cadena
pesada estd compuesta por una regién variable de cadena pesada (abreviada en el presente documento como VH) y
una regidén constante de cadena pesada. Cada cadena ligera esta formada por una regién variable de cadena ligera
(abreviada en el presente documento como VL) y una regién constante de cadena ligera. Las regiones variables de
las cadenas pesadas y ligeras contienen un dominio de unién que interacciona con un antigeno. Las regiones VH y
VL pueden subdividirse ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estdn méas conservadas, denominadas regiones marco
(FR). Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a los tejidos o
factores del hospedador, incluyendo diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el
primer componente (Clq) del sistema del complemento clasico.

El anticuerpo es tipicamente un anticuerpo monoclonal. El anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico. El
anticuerpo es preferentemente un anticuerpo humanizado y mas preferentemente un anticuerpo humano.

La frase "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo que
retienen la capacidad de unirse especificamente a CTLA-4. El fragmento de unidn al antigeno también conserva la
capacidad de inhibir CTLA-4 y, por lo tanto, de reducir o retirar el bloqueo de CTLA-4 de una respuesta inmunitaria
estimulante. Los ejemplos de fragmentos de adecuados incluyen un fragmento Fab, un fragmento F(ab')., un
fragmento Fab', un fragmento Fd, un fragmento Fv, un fragmento dAb y una regién determinante de
complementariedad (CDR) aislada. Los anticuerpos monocatenarios como scFv y los anticuerpos de cadena pesada
como VHH y los anticuerpos de camello también pretenden incluirse dentro del término "porcién de unién a
antigeno" de un anticuerpo. En una realizacién preferida, el anticuerpo es un scFv. Se desvelan ejemplos de
moléculas scFv adecuadas en, por ejemplo, el documento WO2007/123737 y el documento WO2014/066532. El
scFv puede estar codificado por la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 34 la secuencia de
nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 35.

Los virus de la invencién pueden codificar una o mas moléculas activadoras de la via inmunitaria coestimuladora,
preferentemente 1, 2, 3 0 4 moléculas activadoras de la via inmunitaria coestimuladora, méas preferentemente 1 0 2
moléculas activadoras de la via inmunitaria coestimuladora.

Por ejemplo, el virus puede comprender genes que codifican:
- CDA40L y una o mas de ICOSL, 4-1-BBL, GITRL, OX40L y un inhibidor de CTLA-4;
- ICOSL y una o mas de CD40L, 4-1-BBL, GITRL, OX40L y un inhibidor de CTLA4;

- 4-1-BBL y una o mas de CD40L, ISOCL, GITRL, OX40L y un inhibidor de CTLA-4;
- GITRL y una o mas de CD40L, ICOSL, 4-1-BBL, OX40L y un inhibidor de CTLA-4;
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- OX40L y uno o mas de CD40L, ICOSL, 4-1-BBL, OX40L y un inhibidor de CTLA-4;
- uninhibidor de CTLA-4 y uno o mas de CD40L, ICOSL, 4-1-BBL, GITRL y OX40L.

La secuencia del gen que codifica la molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora puede tener un codén
optimizado para aumentar los niveles de expresién de las proteinas respectivas en las células diana en comparacién
con si se usa la secuencia inalterada.

El virus de la invencién puede comprender uno o méas genes heterdlogos adicionales a GM-CSF y una molécula
activadora de la via inmunitaria coestimuladora incluyen, en una realizacién preferida, una proteina fusogénica tal
como GALVR-.

La proteina fusogénica puede ser cualquier proteina heterdloga capaz de promover la fusién de una célula infectada
con el virus de la invencién con otra célula. Una proteina fusogénica, preferentemente una glucoproteina virica
modificada o de tipo silvestre (es decir, modificada para aumentar sus propiedades fusogénicas), es una proteina
que es capaz de inducir la fusién de célula a célula (formacidén de sincitios) de las células en las que se expresa.
Ejemplos de glucoproteinas fusogénicas incluyen VSV-G, sincitina-1 (del retrovirus endégeno humano W (HERV-W))
o sincitina-2 (de HERVFRDE1), paramixovirus SV5-F, virus del sarampién-H, virus del sarampién-F, RSV -F, la
glucoproteina de un retrovirus o lentivirus, como el virus de la leucemia del mono gibon (GALV), el virus de la
leucemia murina (MLV), el virus del mono Mason-Pfizer (MPMV) y el virus de la anemia infecciosa equina (VAIE) con
el péptido transmembrana R eliminado (Versiones R). En una realizacién preferida, la proteina fusogénica es de
GALV y tiene el péptido R eliminado (GALV-R-).

El virus de la invenciéon puede comprender opcionalmente multiples copias del gen que codifica la proteina
fusogénica, preferentemente 1 o 2 copias. El virus puede comprender dos 0 més proteinas fusogénicas diferentes,
incluida cualquiera de las proteinas fusogénicas enumeradas anteriormente.

La proteina o proteinas fusogénicas expresadas opcionalmente por un virus de la invencién pueden ser idénticas a
una proteina de origen natural o pueden ser una proteina modificada.

El gen que codifica la proteina fusogénica (gen fusogénico) puede tener una secuencia de acido nucleico de origen
natural o una secuencia modificada. La secuencia del gen fusogénico puede, por ejemplo, modificarse para
aumentar las propiedades fusogénicas de la proteina codificada o para proporcionar optimizacién de codones y, por
tanto, aumentar la eficacia de expresién de la proteina codificada.

El virus de la invencion, preferentemente VHS1, puede expresar al menos tres genes heterélogos, en donde cada
uno de los tres genes heterdlogos esta impulsado por un promotor diferente seleccionado del promotor de CMV, el
promotor de RSV, el promotor de EF1a, el promotor de SV40 y un promotor de LTR retrovirico. El virus puede, por
ejemplo, expresar cuatro genes heterélogos, en donde cada uno de los cuatro genes heterélogos esta impulsado por
un promotor diferente seleccionado del promotor de CMV, el promotor de RSV, el promotor de EF1a, el promotor de
SV40 y un promotor de LTR retrovirico. EI promotor retrovirico de LTR es preferentemente de MMLV (SEQ ID NO:
43), también conocido como MoMuLV. Los genes heterélogos pueden terminarse mediante secuencias de
poliadenilacién. Las secuencias de poliadenilacién pueden ser iguales o diferentes. Preferentemente cada gen
heterélogo estd terminado por una secuencia de poliadenilacién diferente, que se selecciona preferentemente de
secuencias de poliadenilacién de BGH, SV40, HGH y RBG.

El virus de la invencidn, preferentemente VHS1, puede expresar al menos tres genes heterélogos, en donde cada
uno de los tres genes heterélogos esta terminado por una secuencia de poliadenilacién diferente seleccionada de las
secuencias de poliadenilacion de BGH, SV40, HGH y RBG. El virus puede, por ejemplo, expresar cuatro genes
heterélogos terminados por cada una de las secuencias de poliadenilacion de BGH, SV40, HGH y RBG,
respectivamente.

Produccion de virus

Los virus de la invencién se pueden construir usando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, pladsmidos
o BAC que codifican el genoma virico que se va a empaquetar, incluidos los genes que codifican las moléculas
fusogénicas e inmunoestimulantes bajo un control regulador adecuado, se pueden construir mediante técnicas
convencionales de biologia molecular y se pueden transfectar en células permisivas de las que se pueden recuperar
virus recombinantes.

Alternativamente, en una realizacién preferida, se pueden construir plasmidos que contienen regiones de ADN que
flanquean el sitio de insercién pretendido y luego cotransfectar en células permisivas con ADN genémico virico de
manera que la recombinacién homéloga entre las regiones flanqueantes del sitio de insercién diana en el pladsmido y
las mismas regiones en el virus parental. A continuacién, los virus recombinantes se pueden seleccionar y purificar
mediante la pérdida o adicién de una funcién insertada o delecionada por el plasmido utilizado para la modificacion,
por ejemplo, insercién o delecién de un gen marcador como GFP o lacZ del virus parental en el sitio de insercidén
previsto. En una realizacién mas preferida, el sitio de insercién es el locus ICP34.5 de HSV vy, por lo tanto, el
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plasmido usado para la manipulacién contiene secuencias de VHS que flanquean este sitio de insercién, entre las
cuales se encuentran un casete de expresién que codifica GM-CSF y la molécula activadora de la via inmunitaria
coestimuladora. En este caso, el virus parental puede contener un casete que codifica GFP en lugar de ICP34.5 y
las placas de virus recombinantes se seleccionan mediante la pérdida de expresién de GFP. En una realizacion méas
preferida, el gen US11 de VHS también se expresa como un gen |IE. Esto se puede lograr mediante la delecion de la
regiéon que codifica ICP47 o por otros medios.

Las secuencias que codifican GM-CSF y las secuencias que codifican la molécula activadora de la via inmunitaria
coestimuladora se insertan en el genoma virico bajo un control regulador apropiado. Esto puede estar bajo el control
regulador de los promotores naturales de las especies de virus de la invencién utilizadas, dependiendo de la especie
y el sitio de insercién, o preferentemente bajo el control de promotores heterélogos. Los promotores heterélogos
adecuados incluyen promotores de mamiferos, tales como el promotor IEF2a o el promotor de actina. Son mas
preferidos los promotores viricos fuertes tales como el promotor CMVIE, el RSVLTR, el MMLVLTR, otros promotores
retroviricos LTR o promotores derivados de SV40. Preferiblemente, cada gen exdgeno (por ejemplo, que codifica el
GM-CSF y la molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora) estara bajo un control de promotor separado,
pero también puede expresarse a partir de una Unica transcripcién de ARN, por ejemplo, mediante la insercién de un
sitio interno de entrada de ribosoma (IRES) entre secuencias codificantes de proteinas. EI ARN derivado de cada
promotor normalmente se termina utilizando una secuencia de poliadenilacion (por ejemplo, secuencias de
mamiferos como la secuencia poli A de la hormona del crecimiento bovino (BGH), secuencias de poliadenilacion
sintética, secuencia de poliadenilacion de betaglobina de conejo o secuencias viricas como la secuencia de
poliadenilacién temprana o tardia de SV40).

Composiciones farmacéuticas

La invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende el virus y un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos y diluyentes adecuados incluyen soluciones salinas isotdnicas, por
ejemplo, solucién salina tamponada con fosfato. La composicién puede comprender ademas otros constituyentes
tales como azucares o proteinas para mejorar propiedades tales como la estabilidad del producto. Alternativamente
puede usarse una formulacidén liofilizada, que se reconstituye en un vehiculo o diluyente farmacéuticamente
aceptable antes de su uso.

La eleccién del vehiculo, si se requiere, es frecuentemente una funcién de la via de administracion de la
composicién. Dentro de esta invencién, las composiciones pueden formularse para cualquier via y medio de
administracién adecuados. Los vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables son los que se usan en
composiciones adecuadas para administracion intratumoral, administracién intravenosa/intraarterial, administracién
en el cerebro o administracién en una cavidad corporal (por ejemplo, vejiga, cavidad pleural o por administracién
intraperitoneal). La composicién puede administrarse en cualquier forma adecuada, preferentemente como un
liquido.

El virus de la invencién puede estar incluido en un vial, ampolla o jeringa estériles como un producto de fabricacién.
Usos médicos

La invencién proporciona el virus de la invencién para su uso en el tratamiento de un cuerpo humano o animal
mediante terapia, particularmente para su uso en un método de tratamiento de cancer. El cancer esta normalmente
en un mamifero, preferentemente en un ser humano. El virus mata las células tumorales infectadas mediante lisis y
provocando que las células tumorales infectadas se fusionen entre si. El virus de la invencién también provoca una
respuesta inmunitaria antitumoral sistémica, aumentada a través de la expresion de GM-CSF y la molécula
activadora de la via inmunitaria coestimuladora seleccionada de ligando de CD40 (CD40L), ligando de ICOS, ligando
de GITR, ligando de 4-1-BB, ligando de OX40, TL1A, ligando de CD30, CD27, ligando de flt3 y un inhibidor de CTLA-
4, que también mata las células cancerosas.

El virus de la invencion es particularmente atil en el tratamiento de cualquier tumor sélido incluyendo cualquier
adenocarcinoma, carcinoma, melanoma o sarcoma. Por ejemplo, el virus de la invencién es Util para el tratamiento
de canceres de cabeza y cuello, préstata, mama, ovario, pulmdn, higado, endometrio, vejiga, vesicula biliar,
pancreas, colon, rifidn, estdbmago/géstrico, eséfago o cuello uterino, mesotelioma, melanoma u otro cancer de piel,
linfoma, glioma u otro cancer del sistema nervioso, o sarcomas tales como sarcoma de tejidos blandos.

El virus de la invencién se puede usar para tratar tumores malignos, incluyendo tumores que han hecho metastasis
desde el sitio del tumor original. En esta realizacion, el virus puede administrarse al tumor primario 0 a uno o mas
tumores secundarios.

El virus de la invencién puede administrarse en combinacién con otros agentes terapéuticos, incluyendo
quimioterapia, terapia dirigida, inmunoterapia (incluyendo el bloqueo del punto de control inmunitario, es decir, la
administracién de uno o mas antagonistas de una ruta inmunitaria co-inhibidora y/o uno o méas agonistas de una ruta
inmunitaria coestimuladora) y/o en combinacidén con radioterapia y/o en combinacién con cualquier combinacién de
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estos. El agente terapéutico es preferentemente un agente anti-cancer.

El virus de la invencién puede administrarse en combinacién con un segundo virus, tal como un segundo virus
oncolitico.

Por ejemplo, el agente terapéutico puede comprender un inmundgeno (que incluye un antigeno recombinante o de
origen natural, incluyendo tal antigeno o combinaciéon de antigenos administrados como ADN o ARN en el cual
estd/estan codificados), para estimular alin més una respuesta inmunitaria, tal como una respuesta inmunitaria
celular o humoral, a las células tumorales, particularmente neoantigenos tumorales. El agente terapéutico puede ser
un agente destinado a aumentar o potenciar una respuesta inmunitaria, tales como una citocina, un agente
destinado a inhibir una ruta de punto de control inmunoldgico o estimular una ruta de potenciacién inmunitaria o un
agente que inhibe la actividad de las células T reguladoras (Treg) o células supresoras derivadas de mieloides
(MDSC).

El agente terapéutico puede ser un agente conocido para su uso en un tratamiento terapéutico del cancer existente.
El agente terapéutico puede ser radioterapia o un agente quimioterapéutico. El agente terapéutico puede
seleccionarse de ciclofosfamida, agentes de tipo alquilante tales como cisplatino o melfalan, alcaloides y terpenoides
vegetales tales como vincristina o paclitaxel (Taxol), antimetabolitos tales como 5-fluorouracilo, inhibidores de la
topoisomerasa tipo | o Il tales como camptotecina o doxorrubicina, antibiéticos citotdxicos tales como actinomicina,
antraciclinas tales como epirrubicina, glucocorticoides tales como triamcinolona, inhibidores de la sintesis de
proteinas, ADN y/o ARN tales como metotrexato y dacarbaxina, inhibidores de la histona desacetilasa (HDAC) o
cualquier otro agente de quimioterapia.

El agente terapéutico puede ser uno o una combinacién de: inmunoterapéuticos o inmunomoduladores, tales como
agonistas de TLR; agentes que regulan negativamente las células T reguladoras tales como ciclofosfamida; o
agentes diseflados para bloquear puntos de control inmunitarios o estimular rutas de potenciacién inmunitaria,
incluyendo pero no limitado a anticuerpos monoclonales, tales como un inhibidor de CTLA-4, un inhibidor de PD-1,
un inhibidor de PD-L1, un inhibidor de LAG-3, un inhibidor de TIM-3, un inhibidor de VISTA, un inhibidor de CSF1R,
un inhibidor de IDO, un inhibidor de CEACAM1, un agonista de GITR, un agonista de 4-1-BB, un inhibidor de KIR, un
inhibidor de SLAMF7, un agonista de OX40, un agonista de CD40, un agonista de ICOS o un inhibidor de CD47. En
una realizacién preferida, el agente terapéutico es un inhibidor de CTLA-4 tal como un anticuerpo anti-CTLA-4, un
inhibidor de PD1, tal como un anticuerpo anti-PD-1 o un inhibidor de PD-L1 tal como un anticuerpo anti-PD-L1. Tales
inhibidores, agonistas y anticuerpos pueden generarse y probarse mediante métodos convencionales conocidos en
la técnica.

Los agentes inmunoterapéuticos también pueden incluir anticuerpos biespecificos, terapias basadas en células
basadas en células dendriticas, linfocitos NK o células T modificadas genéticamente, tales como células CAR-T o T
que expresan receptores de células T modificados genéticamente. Los agentes inmunoterapéuticos también incluyen
agentes que se dirigen a una mutacién genética especifica que se produce en tumores, agentes destinados a inducir
respuestas inmunitarias a antigenos tumorales especificos 0 combinaciones de antigenos tumorales, incluyendo
neoantigenos y/o agentes destinados a activar la ruta STING/cGAS, TLR u otra respuesta inmunitaria innata y/o ruta
inflamatoria, incluyendo agentes intratumorales.

Por ejemplo, un virus de la invencién puede usarse: en combinacién con dacarbazina, un inhibidor de BRAF y o
CTLA-4, bloqueo de PD1 o PD-L1 para tratar melanoma; en combinacién con taxol, doxorrubicina, vinorelbina,
ciclofosfamida y/o gemcitabina para tratar el cAncer de mama; en combinacién con 5-fluorouracilo y opcionalmente
leucovorina, irinotecan y/u oxaliplatino para tratar el cancer colorrectal; en combinacién con taxol, carboplatino,
vinorelbina y/o gemcitabina, bloqueo de PD-1 o PD-L1 para tratar el cancer de pulmén; en combinacién con
cisplatino y/o radioterapia para tratar el cancer de cabeza y cuello.

El agente terapéutico puede ser un inhibidor de la ruta de la idolamina 2,3-dioxigenasa (IDO). Algunos ejemplos de
inhibidores de IDO incluyen epacadostat (INCB024360), 1-metil-triptéfano, Indoximod (1-metil-D-triptéfano), GDC-
0919 o F001287.

El mecanismo de accién de IDO en la supresion de las respuestas inmunitarias antitumorales también puede
suprimir las respuestas inmunitarias generadas después de la terapia con virus oncoliticos. La expresién de IDO se
induce por la activacion del receptor de tipo toll (TLR) y el interferén-y ambos de los cuales pueden resultar de una
infeccién por virus oncolitico. Una realizaciéon del uso de la terapia con virus oncoliticos para el tratamiento del
cancer incluye la combinacién del virus oncolitico de la invencién con un inhibidor de la ruta IDO y opcionalmente,
uno o mas antagonistas adicionales de una ruta co-inhibitoria inmunitaria y/o uno o mas agonistas de una ruta
coestimuladora inmunitaria, incluyendo los que se dirigen a CTLA-4, PD-1 y/o PD-L1.

Cuando se usa un agente terapéutico y/o radioterapia junto con un virus de la invencién, la administracién del virus y
el agente terapéutico y/o la radioterapia pueden ser contemporaneas o separadas en el tiempo. La composicién de
la invencién puede administrarse antes, junto con o después del agente terapéutico o la radioterapia. El método de
tratamiento del cancer puede comprender multiples administraciones del virus de la invencién y/o del agente
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terapéutico y/o radioterapia. En realizaciones preferidas, en el caso de combinacién con bloqueo de puntos de
control inmunolégico u otros agentes potenciadores del sistema inmunoldgico, el virus de la invenciéon se administra
una o varias veces antes de la administraciéon simultdnea del bloqueo del punto de control inmunolégico u otro
agente o agentes potenciadores inmunitarios en lo sucesivo, o simultdneamente con la administracién del bloqueo
del punto de control inmunitario u otro agente o agentes potenciadores inmunitarios sin la administracién previa del
virus de la invencion.

El virus de la invencién puede administrarse a un sujeto por cualquier via adecuada. Normalmente, un virus de la
invencién se administra mediante inyeccién intratumoral directa. La inyeccién intratumoral incluye la inyeccién directa
en la piel superficial, tumores subcutaneos o ganglionares e inyeccién guiada por imagenes (incluyendo TC, MRI o
ultrasonido) en depdsitos mas profundos o més dificiles de localizar, incluyendo en érganos viscerales y en otros
lugares. El virus puede administrarse en una cavidad corporal, por ejemplo en la cavidad pleural, la vejiga o por
administracién intraperitoneal. El virus puede inyectarse en un vaso sanguineo, preferentemente un vaso sanguineo
que irriga un tumor.

Los agentes terapéuticos que pueden combinarse con un virus de la invencién pueden administrarse a un sujeto
humano o animal in vivo usando una diversidad de vias y técnicas conocidas. Por ejemplo, la composicién puede
proporcionarse como una solucién, suspensién o emulsién inyectables y se administra a través de inyeccion
parenteral, subcutanea, oral, epidérmica, intradérmica, intramuscular, interarterial, intraperitoneal, intravenosa
usando una aguja y jeringuilla convencionales, o usando un sistema de inyeccién de chorro de liquido. La
composicién puede administrarse por via topica a la piel o al tejido de las mucosas, tal como por via oral, por via
intratraqueal, por via intestinal, por via sublingual, por via rectal o por via vaginal, o se proporciona como un
pulverizador finamente dividido adecuado para administracién respiratoria o pulmonar. En realizaciones preferidas,
las composiciones se administran por infusién intravenosa, por via oral o directamente en un tumor.

El virus y/o el agente terapéutico pueden administrarse a un sujeto en una cantidad que sea compatible con la
composicién de dosificacion que seré terapéuticamente eficaz. La administracidén del virus de la invencidn es para un
fin "terapéutico". Como se usa en el presente documento, el término "terapéutico” o "tratamiento” incluye uno o més
de los siguientes como su objeto: la prevencion de cualquier metastasis o metastasis adicional que se produzca; la
reduccién o eliminaciéon de sintomas; la reduccidén o eliminacién completa de un tumor o cancer, un aumento en el
tiempo hasta la progresidén del cancer del paciente; un aumento del tiempo de recaida después del tratamiento; o un
aumento en el tiempo de supervivencia.

Puede administrarse tratamiento terapéutico a cédnceres de Estadio |, Il, Ill o IV, preferentemente de Estadio Il, Il o
IV, mas preferentemente de Estadio Ill o IV, intervencién pre- o posquirdrgica (es decir, después de la reaparicién o
la extirpacién incompleta de tumores después de la cirugia), preferentemente antes de cualquier intervencion
quirdrgica (ya sea para la reseccion de una enfermedad primaria o recurrente/metastasica), o después de una
recurrencia después de una cirugia o después de una extirpacién quirirgica incompleta de la enfermedad, es decir,
mientras permanece el tumor residual.

El tratamiento terapéutico puede llevarse a cabo después de la inyeccién directa de la composicidén del virus en el
tejido diana que puede ser el tumor, en una cavidad corporal o un vaso sanguineo. Como guia, la cantidad de virus
administrada esta en el caso del VHS en el intervalo de 104 a 10'° ufp, preferentemente de 10% a 10° ufp. En el caso
del VHS, una dosis inicial méas baja (por ejemplo, 104 a 107 ufp) puede darse a pacientes para seroconvertir
pacientes que son seronegativos para el VHS y reforzar la inmunidad en aquellos que son seropositivos, seguido de
una dosis mas alta que se administrara en lo sucesivo (por ejemplo, 10°% a 10° ufp). Normalmente pueden usarse
hasta 20 ml de una composicién farmacéutica que consiste esencialmente en el virus y un vehiculo o diluyente
adecuado farmacéuticamente aceptable para inyeccién directa en tumores o hasta 50 ml para administracién en una
cavidad corporal (que puede estar sujeta a dilucién adicional en un diluyente apropiado antes de la administracion) o
en el torrente sanguineo. Sin embargo, para algunas aplicaciones de terapia oncolitica también pueden usarse
voliumenes mayores o menores, dependiendo del tumor y de la via y lugar de administracién.

Las vias de administraciéon y las dosis descritas estdn destinadas Unicamente a ser una guia, ya que un médico
experto sera capaz de determinar facilmente la via de administracién y la dosificacién éptimas. La dosificaciéon puede
determinarse de acuerdo con diversos parametros, especialmente de acuerdo con la ubicacién del tumor, el tamafio
del tumor, la edad, el peso y la condicién del paciente a tratar y la via de administracién. Preferentemente el virus se
administra mediante inyeccién directa en el tumor o en una cavidad corporal. El virus también puede administrarse
mediante inyeccién en un vaso sanguineo. La via de administracién éptima dependeré de la ubicacidn y el tamafio
del tumor. Pueden ser necesarias multiples dosis para lograr un efecto inmunolégico o clinico, que, si se requiere, se
administrard normalmente entre 2 dias y 12 semanas de diferencia, preferentemente con 3 dias a 3 semanas de
diferencia. Pueden administrarse dosis repetidas hasta 5 afios o més, preferentemente de hasta un mes a dos afios
dependiendo de la velocidad de respuesta del tipo de tumor que se est4 tratando y la respuesta de un paciente
particular, y cualquier terapia de combinacién que también pueda estar dandose.

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencién.
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Ejemplo 1. Construccién de un virus de la invencién

El virus usado para ejemplificar la invencién es VHS1. La cepa de VHS1 usada para la ejemplificacién se identifica a
través de la comparacién de més de 20 aislados clinicos primarios de VHS1 por su capacidad para matar un panel
de lineas celulares derivadas de tumores humanos y la elecciéon de la cepa del virus con la mayor capacidad para
matar una amplia gama de estos rapidamente y a dosis bajas. Las lineas de células tumorales usadas para esta
comparacion incluyen U87MG (glioma), HT29 (colorrectal), LNCaP (préstata), MDA-MB-231 (mama), SK-MEL-28
(melanoma), Fadu (carcinoma de células escamosas), MCF7 (mama), A549 (pulmén), MIAPACA-2 (pancreas),
CAPAN-1 (péancreas), y/o HT1080 (fibrosarcoma). Especificamente, cada aislado clinico primario de VHS se titula en
cada una de las lineas celulares usadas para el cribado a MOl tales como 1, 0,1, 0,01 y 0,001 y se evalta el grado
de muerte celular en puntos de tiempo tales 24 y 48 horas en cada dosis. El grado de muerte celular puede
evaluarse, por ejemplo, mediante evaluacién microscépica de la proporcidn de células supervivientes en cada punto
de tiempo, o, por ejemplo, un ensayo metabdlico tal como un ensayo MTT.

El virus ejemplar de la invencién se construye después por delecién de ICP47 del genoma virico usando
recombinacién homaéloga con un plasmido que contiene regiones que flanquean los nucleétidos 145300 a 145582 de
VHS1 (siendo los nucleétidos 145300 a 145582 de VHS1 las secuencias a eliminar; archivo de Genbank de
secuencia de cepa 17 de VHS1 NC_001806.2) entre los que se codifican GFP. Se seleccionan las placas de virus
que expresan GFP y después se retira la GFP mediante recombinacién homéloga con las regiones flanqueantes
vacias y se seleccionan las placas que no expresan GFP. Esto da como resultado un virus con ICP47 eliminado en
el que US11 se expresa como una proteina IE ya que ahora esta bajo el control del promotor ICP47. Después se
elimina ICP34.5 usando recombinacion homéloga con un pladsmido que contiene regiones que flanquean los
nucleétidos 124953 a 125727 de VHS1 (siendo los nucleétidos 124953 a 125727 de VHS1 las secuencias a eliminar;
archivo de Genbank de secuencia de cepa 17 de VHS1 NC_0018086.2) entre los que se codifica GFP. Las placas de
virus que expresan GFP se seleccionan de nuevo y después se retira GFP por recombinacién homdéloga con las
mismas regiones flanqueantes pero entre las cuales se encuentra ahora un casete de expresién que comprende una
versién de codones optimizados de la secuencia de GM-CSF de ratén, una versién de codones optimizados de la
secuencia de GALV R-y una versién de codones optimizados de CD40L moltimérica de ratdn soluble impulsada por
un CMV, un RSV y un promotor de SV40. Se seleccionan placas que no expresan GFP.

La estructura del virus resultante se muestra en la Figura 1. Las secuencias de mGM-CSF, CD40L y GALV-R- se
muestran en SEQ ID NO 2, 14 y 8 respectivamente. La estructura del virus resultante se confirma mediante
restriccién, digestion y andlisis por transferencia de Southern, la expresién de GM-CSF y CD40L se confirma
mediante ELISA y la expresién de GALV-R- se confirma mediante infeccién de células tumorales HT1080 humanas y
la observacién de placas sinciciales.

Los virus también se construyen usando procedimientos similares que solo han insertado el gen para GALVR- 0 GM-
CSF y GALV-R- de ratén pero sin CD40L. Las estructuras de estos virus también se muestran en la Figura 1.

Para uso humano, se usa hGM-CSF y CD40L, cuya secuencia para versiones optimizadas de codones se muestran
enlas SEQID NO 4y 13.

Ejemplo 2. El efecto de la expresién combinada de GM-CSF y una molécula activadora de la via inmunitaria
coesimuladora de un virus oncolitico en modelos de tumores de ratén

La proteina GALV R- provoca la fusion de célula a célula en células humanas pero no en células de ratén porque el
receptor PiT-1 requerido para que se produzca la fusién celular tiene una secuencia en ratones que no permite que
se produzca la fusién celular. Como resultado, las células tumorales de ratén que expresan PiT-1 humana se
preparan primero usando métodos convencionales en la técnica. El PiT-1 humano se clona en un vector lentivirico
que también comprende un gen marcador seleccionable. El vector se transfecta en células tumorales de cancer
colorrectal de ratdn CT26 diana y se seleccionan clones resistentes al marcador seleccionable para generar células
CT26/PiT-1. La expresién de PiT-1 se confirma mediante transferencia Western en células no transfectadas y en
células transfectadas con lentivirus que expresan PiT-1 y mediante transfeccién de un plasmido que expresa GALV-
R-y confirmacién de que se produce la fusion celular.

La utilidad del virus se demuestra administrando células CT26/PiT-1 en ambos flancos de ratones Balb/c y
permitiendo que los tumores CT26/PiT-1 crezcan hasta aproximadamente 0,5 cm de didmetro.

Después se administran los siguientes tratamientos a grupos de ratones (cinco por grupo), en un flanco de cada
ratén solo 3 veces por semana durante dos semanas:

- 50 pl de solucidn salina (1 grupo);

- 50 ul de 10° ufp/ml, 108 ufp/ml 0 107 ufp/ml del VHS con solo GALVR- insertado (3 grupos);

- 50 pl de 10° ufp/ml, 108 ufp/ml o0 107 ufp/ml del VHS con solo GALVR- y GM-CSF de raton insertado (3 grupos);

- 50 pl de 10° ufp/ml, 10° ufp/ml 0 107 ufp/ml del virus con GALVR- y ambos GM-CSF y CD40L de rat6n insertados
(3 grupos).
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Después se observan los efectos sobre el crecimiento del tumor durante hasta un mes. Se observa un control y
reduccién de tumores superior en tumores inyectados y no inyectados con el virus que expresa GM-CSF y CD40L en
comparacion con los otros grupos, incluyendo a través de una curva de respuesta a la dosis mejorada.

Ejemplo 3. El efecto de la expresién combinada de GM-CSF y una molécula activadora de la via inmunitaria
coestimuladora de un virus oncolitico sobre el efecto terapéutico del bloqueo de puntos de control
inmunoldégico en modelos de tumores de ratén

Se repite el experimento del Ejemplo 2 anterior pero a los ratones se les dosifica adicionalmente cada dos semanas
por via intraperitoneal con un anticuerpo dirigido a PD-1 de ratén (10 mg/kg; Bioxcell RMP-1-14 en los mismos dias
que la dosificaciéon del virus) o un anticuerpo dirigido a CTLA-4 de ratén (10 mg/kg; Bioxcell 9H10 los mismos dias
que la dosificacion del virus). Se afiade un grupo adicional de ratones que no reciben tratamiento con anticuerpos.
Més especificamente, los grupos de ratones reciben (1) solucién salina, (2) VHS con GALVR- insertado como en el
Ejemplo 2, (3) VHS con GM-CSF y GALV-R insertados como en el Ejemplo 2, (4) VHS con GM-CSF, CD40L y
GALV-R- insertados como en el Ejemplo 2. (5) anticuerpo PD-1, (6) anticuerpo CTLA-4, (7) VHS con GALV-R-
insertado més anticuerpo PD-1, (8) VHS con gen GALV-R- insertado mas anticuerpo CTLA-4, (9) VHS con
anticuerpos GM-CSF y GALV-R- y PD-1 o (10) VHS con GM-CSF y GALV-R- y anticuerpo CTLA-4 (11) VHS con
GM-CSF, CD40L y GALV-R- y anticuerpo PD-1 o (12) VHS con GM-CSF, CD40L y GALV-R- y anticuerpo CTLA-4.
Se observa un control y encogimiento superior del tumor en tumores inyectados y no inyectados con el virus que
expresa GM-CSF y CD40L junto con el anticuerpo anti-PD-1 o el anticuerpo anti-CTLA-4 en comparacién con los
otros grupos, incluyendo a través de una curva de respuesta a la dosis mejorada.

Ejemplo 4. Coleccién de aislados clinicos

La especie de virus usada para ejemplificar la invencién es VHS, especificamente VHS1. Para ejemplificar la
invencién, se reclutaron 181 voluntarios que padecian herpes labial recurrente. Estos voluntarios recibieron kits de
recoleccién de muestras (incluyendo tubos de recoleccién Sigma Virovult) y los usaron para recoger hisopos del
herpes labial cuando aparecieron después de lo cual estas muestras se enviaron a Replimune, Oxford RU. De junio
de 2015 a febrero de 2016, se recibieron hisopos de 72 voluntarios. Se us6 una muestra de cada hisopo para
infectar células BHK. De éstas, 36 muestras de virus vivos se recuperaron después de la siembra en placa y el
crecimiento en células BHK. Estas muestras se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1: Detalles de las muestras de hisopos probados y resultado

Numero de muestra Virus recuperado
RHOO1A No
RH001B
RHO02A Si
RHOO03A No
RHO04A Si
RH004B
RHO05A No
RH005B
RHO0BA No
RH006B
RHOO7A Si
RH007B
RH007C
RHOO08A No
RH008B
RH008C
RHO09A No
RH009B
RHO10A No
RHO11A No
RH011B
RH011C
RHO12A No
RHO13A No
RHO14A Si
RH014B
RHO15A Si
RHO16A No
RH016B
RHO17A Si
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(continuacién)

Numero de muestra Virus recuperado
RHO18A Si
RH018B
RH018C
RHO19A No
RH019B
RH019C
RHO20A Si-solo RH020A
RH020B
RH020C
RHO021A Si
RH021B
RH022A si
RH022B
RH023A Si
RH024A No
Engggg Si-solo RH025B
RHO026A Si
RHO27A
RH027B No
RH027C
RHO28A
RH028B No
RH028C
RH029A No
RHO30A No
RHO31A
RH031B
RR||__||%%11§ Si- RHO031A a RHO031D
RHO31E
RHO31F
RHO032A No
RHO33A
RH033B No
RH033C
RHO34A
RH034B No
RH034C
RHO35A No
RHO36A Si
RHO37A Si
RHO38A Si
RHO39A
RH039B No
RH039C
RHO40A
RH040B Si
RH040C
RHO41A Si
RHO042A Si
RHO043A
RH043B No
RH043C
RHO044A No
RHO045A No
RHO046A Si
RHO047A
RH047B Si- RHO47A y RH047C
RH047C
RHO048A No
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(continuacién)

Numero de muestra Virus recuperado
RHO49A
RHO049B No
RHO049C
RHO50A No
RHO51A si
RHO051B
Roeon Si - solo RH052A
RHO53A No
RHO54A No
RHO55A No
RHO55B
RHO56A Si
RHO57A No
RHO58A si
RHO58B
RHO59A No
RHOB0A No
RHO61A Si
RHO62A No
RHO63A No
RHO64A Si
RHO65A si
RHO065B
RHO66A No
RHO67A No
RHO067B
RHO68A No - contaminado
RHO69A No
RHO69A
RHO70A Si
RHO71A Si
RHO72A No
RHO73A si
RHO73B
RHO74A No
RHO74B
RHO75A No
RHO76A No
RHO78A No
RHO78B
RHO79B si
RHO79B
RHO80A No
RHO81A Si
RHO82A No
RHO082B
RHO83A si
RHO83B
RHO84A
RHO084B Si
RH084C
RHO85A No
RHO86A No
Engg;g Si - solo RHO78B

Las designaciones A, B, C, etc. indican multiples hisopos del mismo
voluntario.

Ejemplo 5. Identificacion de aislamientos clinicos con efectos antitumorales mejorados

Se probé la capacidad de los aislados clinicos primarios de VHS1 para destruir un panel de lineas celulares
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derivadas de tumores humanos. Las lineas de células tumorales utilizadas para esta comparacién fueron HT29
(colorrectal), MDA-MB-231 (mama), SK-MEL-28 (melanoma), Fadu (carcinoma de células escamosas), MCF7
(mama), A549 (pulmébn), MIAPACA-2 (pancreas) y HT1080 (fibrosarcoma). Las lineas celulares se usaron para
probar el nivel de CPE alcanzado en un intervalo de MOl y tiempos posteriores a la infecciéon para cada uno de los
aislados clinicos primarios.

Los experimentos se realizaron en paralelo usando 5 a 8 de las nuevas cepas de virus al mismo tiempo. Las cepas
de virus se colocaron en placas por duplicado en un intervalo de MOI (0,001-1) y se evalu6 el grado de CPE
después de la tincién con violeta cristal a las 24 y 48 horas después de la infeccién. Se puntuaron las cepas viricas
que fueron mas eficaces matando las lineas de células tumorales y las dos o tres cepas mas eficaces de cada
cribado de 5-8 cepas se identificaron y se compararon en paralelo en un experimento adicional para identificar las
cepas superiores para un desarrollo adicional.

Los exdmenes iniciales demostraron una variabilidad sustancial en la capacidad de las diferentes cepas para destruir
las diferentes lineas de células tumorales. De unas 29 cepas probadas inicialmente, Se identificaron 8 cepas de
interés en las pantallas iniciales para una comparacién adicional. Estas fueron las cepas RHO04A, RHO15A,
RHO018A, RH021A, RHO23A, RH31A, RHO40A y RHO47A.

Las 8 cepas para comparacién adicional se probaron en paralelo en el panel de lineas de células tumorales, y se
evalué su capacidad relativa para destruir estas lineas de células tumorales después de la tinciéon con violeta cristal y
la observacién de CPE. La Figura 2 muestra un punto de tiempo representativo y una MOI para estos virus en cada
uno de los virus en cada una de las lineas celulares que demuestran la capacidad diferencial de los virus para
destruir las lineas celulares tumorales diana observadas.

Hubo una variacién sustancial entre las cepas y se encontré6 que, aunque una cepa en particular puede ser
particularmente eficaz para matar una linea celular, no necesariamente es particularmente eficaz en matar otras
lineas celulares también, demostrando ademas el grado de variabilidad en la capacidad de las cepas clinicas de
VHS para matar células tumorales de diferentes tipos.

La Figura 3 también indica cuél de las cepas de virus fue la mejor y la segunda mejor para matar cada una de las
lineas celulares, permitiendo que las cepas de virus estén ordenadas por rango en cuanto a su capacidad relativa
general para matar el panel de lineas celulares en su conjunto. Este analisis demostré que las cepas RHOO04A,
RHO15A, RHO18A, RHO31A y RHO40A fueron relativamente mas eficaces que las otras cepas y estas cinco cepas
se eligieron para un posible desarrollo posterior como agentes oncoliticos. De estas cinco cepas principales, el orden
de rango relativo basado en sus capacidades para matar a través del panel de lineas celulares fue RHO18A >
RHOO4A > RHO31A > RHO040A > RHO15A.

Més especificamente, en estos experimentos, las lineas de células tumorales se usaron para sembrar placas de
cultivo de tejidos de multiples pocillos de modo que fueran aproximadamente un 80 % confluentes el dia de la
infeccién. Se tripsinizaron pocillos representativos de cada linea de células tumorales y se determiné el nimero de
células en el pocillo. Estos recuentos de células se usan para determinar el volumen de cada aislamiento clinico
necesario para dar una MOI de 1, 0,1, 0,01 y 0,001. Se infectaron pocillos separados de una linea de células
tumorales con el aislado clinico a estas MOI. Todas las infecciones se realizan por cuadruplicado. Los pocillos
duplicados se incubaron durante 24 horas y los pocillos duplicados se incubaron durante 48 horas, ambos a 37 °C,
5 % de CO2, antes de la fijacion de las células con glutaraldehido y tincion con violeta cristal. El nivel de lisis celular
se evalu6 después mediante observacion general, microscopia (recuento de células) y fotografia.

La cepa RHO18A, la cepa clasificada en primer lugar de todas las cepas probadas se comparé con una cepa
"promedio" del cribado (es decir, una cepa que no estaba entre las 8 primeras, pero tampoco estaba en el grupo de
cepas que fueron menos eficaces y destruyeron el panel de lineas de células tumorales). Esta comparacién mostré
que la Cepa RHO18A era aproximadamente 10 veces mas eficaz que esta cepa promedio (Cepa RHOB5A) para
matar las lineas de células tumorales (es decir, se necesitaba aproximadamente 10 veces menos de la Cepa
RHO18A para matar una proporcién igual de células que la Cepa RHOB5A). Esto se muestra en la Figura 3.

Ejemplo 6. Modificacién de aislados clinicos

En este Ejemplo los aislados clinicos seleccionados en el Ejemplo 5 se modificaron por delecién de ICP34.5 del
genoma virico usando recombinacién homéloga con un plasmido que contenia regiones que flanqueaban el gen que
codifica ICP34.5 (nucleétidos 143680-145300 y 145.582-147.083; archivo Genbank de secuencia de cepa 17 de
VHS1 NC 001806.2) entre los que se codifican GFP y la glucoproteina fusogénica GALV-R-. La estructura de este
virus, (Virus 10) se muestra en la Figura 4.

También se construyeron virus adicionales basados en la Cepa RHO18A en los que tanto ICP34.5 como ICP47
(usando regiones flanqueantes que contienen los nucleétidos 123464-124953 y 125727-126781; archivo Genbank
de secuencia de cepa 17 de VHS1 NC_001806.2) se eliminaron (dando como resultado la colocacién de US 11 bajo
el control del promotor ICP47). Para construir estos virus, primero se seleccionaron placas de virus que expresan
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GFP, expresado GFP en lugar de ICP47. Después se retiré la GFP mediante recombinacién homéloga con las
regiones flanqueantes vacias y se seleccionaron las placas que no expresaban GFP. Esto dio como resultado un
virus con ICP47 eliminado en el que US11 se expresa como una proteina IE ya que ahora esta bajo el control del
promotor ICP47. Después se eliminé ICP34.5 usando recombinacién hombéloga con un plasmido que contiene
regiones que flanquean los nuclebtidos 143680-145300 y 145.582-147.083 de VHS1,; archivo de Genbank de
secuencia de cepa 17 de VHS1 NC_001806.2) entre los que se codifica GFP. Se seleccionaron de nuevo las placas
de virus que expresaban GFP y después se retiré6 la GFP mediante recombinacién homéloga con las mismas
regiones flanqueantes pero entre las cuales se encuentra ahora un casete de expresién que comprende los genes a
insertar. Los virus que se construyeron se muestran en las Figuras 1, 4 y 5. Estos incluyeron una version optimizada
de codones de la secuencia de GM-CSF de ratdn y una versién optimizada de codones de la secuencia R de GALV
impulsada por el promotor CMV |E y el promotor RSV respectivamente, en una orientacién espalda con espalda y
seleccionando de nuevo placas de virus que no expresan GFP. Esta construccién de virus se realizé usando
métodos que son convencionales en la técnica.

Las secuencias de mGM-CSF y GALV-R- se muestran en SEQ ID NO 2 y 8 respectivamente. La estructura del virus
resultante se confirmé mediante PCR, la expresién de GM-CSF se confirmé mediante ELISA y la expresién de
GALV-R- se confirmbé mediante infeccion de células tumorales HT1080 humanas y la observacién de placas
sinciciales.

Para uso humano, se usa hGM-CSF, cuya secuencia para una versién optimizada de codones se muestra en SEQ
ID NO 4. La estructura de este virus se muestra en la Figura 4. La expresion de GM-CSF de ratdn o humano a partir
de los virus 16, 17 y 19 se muestra en la Figura 6.

Ejemplo 7. Un virus modificado para su uso oncolitico y que expresa una glucoproteina fusogénica muestra
una mayor destrucciéon de células tumorales in vitro en comparaciéon con un virus que no expresa una
glucoproteina fusogénica (como referencia)

El Virus 10 (véase la Figura 4), basado en la cepa clinica RHO18A en la que se elimina ICP34.5 y que expresa
GALVR- y GFP, se comparé in vitro con un virus que expresa solo GFP (Virus 12). El Virus 10 mostrd una mayor
destruccién en un panel de lineas de células tumorales humanas en comparacién con el Virus 12, como se muestra
en la Figura 7.

Ejemplo 8. Un virus modificado para uso oncolitico y que expresa una glucoproteina fusogénica y GM-CSF
muestra una mayor destruccién de células tumorales en comparacién con un virus modificado que expresa
solo GM-CSF (como referencia)

El Virus 17 (véase la Figura 4), basado en la Cepa clinica RHO18A en la que se eliminan ICP34.5 e ICP47 y que
expresa GALVR- y GM-CSF, se comparé in vitro con un virus conocido en que también se elimind ICP34.5 e ICP47
pero que no derivé de una cepa descrita en el Ejemplo 4 y que expresa solo GM-CSF. El Virus 17 mostré una mayor
destruccién en un panel de lineas de células tumorales humanas en comparacién con el virus anterior, como se
muestra en la Figura 8.

Ejemplo 9. Un virus modificado para uso oncolitico y que expresa una glucoproteina fusogénica y GM-CSF
trata eficazmente los tumores de ratén in vivo (como referencia)

El Virus 16 se prob6 en ratones que albergaban tumores de linfoma A20 en los flancos izquierdo y derecho. Primero
se implanté un millén de células tumorales en ambos flancos de ratones Balb/c y se dejd que los tumores crecieran
hasta 0,5-0,7 cm de didmetro. Después se inyectaron los tumores del flanco derecho 3 veces (dias alternos) con
vehiculo (10 ratones) o 5x10exp6 ufp del Virus 16 (10 ratones) y se observaron los efectos sobre el tamafio del
tumor durante 30 dias mas. Esto demostré que tanto los tumores inyectados como los no inyectados se trataron
eficazmente con el Virus 16 (véase la Figura 9).

Ejemplo 10. El efecto de la expresion combinada de una proteina fusogénica y una molécula
inmunoestimulante de un virus oncolitico en un modelo de tumor de rata (como referencia)

La proteina GALV R- provoca la fusién de célula a célula en células humanas pero no en células de ratén. Sin
embargo, GALV R- provoca fusién en células de rata.

La utilidad del virus se demostré adicionalmente administrando células 9L en los flancos de ratas Fischer 344 y
permitiendo que los tumores 9L crecieran hasta aproximadamente 0,5 cm de diametro.

Los siguientes tratamientos se administraron después a grupos de ratas (diez por grupo), en un solo flanco de cada
rata tres veces por semana durante tres semanas:

- 50 pl de vehiculo;
- 50 ul de 107 ufp/ml de Virus 19 (expresa mGM-CSF pero no GALV R-);
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- 50 ul de 107 ufp/ml de Virus 16 (expresa tanto GM-CSF de ratén como GALV-R-).

A continuacién, se observaron los efectos sobre el crecimiento tumoral durante =30 dias méas. Esto demostré un
control y una reduccion del tumor superior con el virus que expresa GALV-R- en tumores tanto inyectados como no
inyectados, demostrando efectos sistémicos mejorados. Esto se muestra en la Figura 15. La Figura 10 muestra que
el virus que expresa GALV (Virus 15) también muestra una mayor destruccién de células 91 de rata in vitro en
comparacién con un virus que no expresa GALV (Virus 24).

Ejemplo 11. Un virus modificado para uso oncolitico y que expresa una glucoproteina fusogénica y GM-CSF
es sinérgico con el bloqueo de puntos de control inmunolégico en modelos de tumores de ratén (como
referencia)

El Virus 16 se probd en ratones que albergaban tumores CT26 en los flancos izquierdo y derecho. Primero se
implanté un milldon de células tumorales en ambos flancos de ratones Balb/c y se dejé que los tumores crecieran
hasta 0,5-0,6 cm de diametro.

Después se trataron grupos de 10 ratones con:

- Vehiculo (3 inyecciones en los tumores del flanco derecho cada dos dias),

- 5x10exp6 ufp de Virus 16 inyectados en el tumor del flanco derecho cada dos dias;
- anti-PDI de ratdn solo (10 mg/kg i.p. cada tres dias, clon RMP1-14 de BioXCell);

- anti-CTLA-4 de ratdn (3 mg/kg i.p. cada tres dias, clon 9D9 de BioXCell);

- anti-PDI de ratén junto con el Virus 16;

- anti-CTLA4 de ratén junto con el Virus 16;

- 1-metil tripotéfano (inhibidor de IDO (5 mg/ml en agua para beber));

- anti-PD1 de ratén junto con 1-metil tripotéfano;

- anti-PD1 de ratén junto con 1-metil tripotéfano y Virus 16;

Se observaron los efectos sobre el tamafio del tumor durante 30 dias mas. Se demostré una mayor reduccién del
tumor en animales tratados con combinaciones de virus y bloqueo de puntos de control que en animales tratados
con los grupos de tratamiento Unicos (véase la Figura 11). También se demostrd una reduccién mejorada del tumor
con el Virus 16 junto con la inhibicién tanto de anti-PDI como de IDO en comparacién con el Virus 16 junto con solo
anti-PDI (véase la Figura 11).

También se observé una actividad mejorada del Virus 16 en combinacién con el bloqueo del punto de control
inmunolégico en los tumores A20 (Figura 12).

Ejemplo 12. El efecto de la expresién de una proteina fusogénica de un virus oncolitico en modelos de
xenoinjerto humano en ratones inmunodeficientes (como referencia)

La proteina GALV R- provoca la fusién de célula a célula en células humanas pero no en células de ratén. Sin
embargo, pueden usarse tumores de xenoinjerto humano desarrollados en ratones inmunodeficientes para evaluar
los efectos de la expresion de GALV sobre la eficacia antitumoral.

La utilidad del virus por lo tanto se demostrd adicionalmente mediante la administraciéon de células de céncer de
pulmén humano A549 en los flancos de ratones desnudos y permitiendo que los tumores crecieran hasta
aproximadamente 0,5 cm de didmetro.

Los siguientes tratamientos se administraron después a grupos de ratones (diez por grupo), en el flanco que
contiene el tumor de cada ratén tres veces durante una semana:

- 50 pl de vehiculo;

- 50 ul de 107 ufp/ml de Virus 16 (expresa tanto GM-CSF de ratén como GALV-R-);
- 50 ul de 10° ufp/ml de Virus 186;

- 50 ul de 10° ufp/ml de Virus 186;

- 50 pl de 107 ufp/ml de Virus 19 (expresa solo GM-CSF de ratén);

- 50 pl de 108 ufp/ml de Virus 19;

- 50 ul de 105 ufp/ml de Virus 19.

A continuacién, se observaron los efectos sobre el crecimiento tumoral durante =30 dias méas. Este experimento
demostrd un control y una contraccion superiores del tumor con el virus que expresa GALV-R- en ambos modelos
tumorales (véase la Figura 14).

Ejemplo 13. Expresiéon de dos moléculas inmunoestimulantes de un virus que expresa una proteina
fusogénica
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Se construyeron virus similares a los virus que expresan GALV-R- y mGM-CSF descritos anteriormente (Virus 16),
pero expresan adicionalmente versiones de ratén de CD40L (virus 32), ICOSL (virus 36), OX40L (virus 35), 4-1BBL
(virus 33) y GITRL (virus 34). Aqui, en lugar de usar un plasmido que contiene regiones flanqueantes de ICP34.5 y
un casete de expresién que comprende GM-CSF y GALV-R, impulsado por un promotor de CMV y uno RSV, un
plasmido que contiene regiones flanqueantes de ICP34.5 y un casete de expresion que comprende GM-CSF, GALV
y las proteinas adicionales impulsadas por un promotor de CMV, uno de RSV y uno de MMLYV respectivamente se
utilizaron para la recombinacién con un virus que contiene GM-CSF, GALV y GFP insertados en ICP34.5. Se
seleccionaron de nuevo las placas que no expresaban GFP. La insercidn correcta se confirmé mediante PCR y la
expresion mediante transferencia Western y/o ELISA para el gen insertado adicional. Los virus se muestran en la
Figura 5. De manera similar, también se construyeron virus que expresan CTLA-4 anti-ratén y anti-humano ademas
de GALV y mGM-CSF (Virus 27 y 31 en la Figura 5 y véase también la Figura 13). Los efectos de los virus que
expresan anti-CTLA-4 de raton (virus 27), mCD40L (virus 32), m4-1BBL (virus 33) o0 mOX40L (virus 35) ademas de
mMmGM-CSF y GALVR- in vivo se muestra en la Figura 16 que mostré una actividad mejorada en tumores A20 en
comparacién con el virus 16 (expresa mGM-CSF y GALVR-). En estos experimentos, se indujeron tumores en
ambos flancos de los ratones y se inyectd virus o vehiculo solo en el tumor del flanco derecho. La dosis de virus
utilizada fue de 5x10% ufp (50 ul de 1x10° ufp/ml en cada caso), administrado tres veces durante una semana. Este
nivel de dosis de virus es subterapéutico para tumores no inyectados para el virus 16, lo que permite ver claramente
los beneficios de la administracién de moléculas adicionales codificadas por los virus 27, 32, 33 y 35.

Informacién de depdsito

Las siguientes cepas de VHS1 se depositaron en la ECACC, Culture Collections, Public Health England, Porton
Down, Salisbury, SP4 0JG, Reino Unido el 19 de diciembre de 2016 por Replimune Limited y se les asignaron los
ndmeros de registro indicados:

RHOO4A - Numero de registro 16121902
RHO15A - Numero de registro 16121903
RHO18A - Numero de registro 16121904
RHO21A - Numero de registro 16121905
RHO23A - Numero de registro 16121906
RHO31A - Numero de registro 16121907
RHO40B - Numero de registro 16121908
RHO47A - Numero de registro 16121909.
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Replimune Limited
<120> VIRUS MODIFICADO GENETICAMENTE
<130> N406716WO

<150> GB1600380.8
<151> 08-01-2016

<150> GB1600381.6
<151> 08-01-2016

<150> GB1600382.4
<151> 08-01-2016

<160> 45

<170> Patentln versién 3.5
<210> 1

<211> 426

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 1
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atgtggctge
cgctcaccea
aacctcctgg
ttctccttea
cggggcaatt
tactgcccce
atagacagcce

aaatga

<210>2

<211> 426

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 2
atgtggctcece
cgctcacceta
aacctgctgg
ttcteettta
agaggaaact
tactgecccee

attgatagcc

aagtaa
<210>3
<211> 435

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3
atgtggctge
cgctegecca
cgtcteectga
tcagaaatgt
cagggcctge
tacaagcagce
gaaagtttca
ccagtccagg

<210> 4

<211> 435

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4

agaatttact
tcactgtcac
atgacatgcc
agaagctaac
tcaccaaact
caactccgga

ttaaaacctt

agaacctcct
tcactgtceac
acgatatgcc
agaagctgac
ttaccaagct
ctacceccega

tgaaaacatt

agagcctget
gcccecagceac
acctgagtag
ttgacctcca
ggggcagect
actgeccectcee
aagagaacct

agtga
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ttteectggge
ceggecttgg
tgtcacattg
atgtgtgcag
caagggcgcce
aacggactgt

tctgactgat

cttceteggt
cagacccetygg
agtgaccctg
ctgcegtgeag
gaagggcgcc
gacagactgt

cctgaccgac

getettggge
gcagcectgg
agacactgct
ggagccgace
caccaagctc
aaccccggaa

gaaggacttt

attgtggtcet
aagcatgtag
aatgaagagg
acccgcctga
ttgaacatga
gaaacacaag

atcccctttg

atcgtegtgt
aagcacgtgg
aacgaggagg
acaaggctga
ctgaacatga

gagacacagg

attccatttg

actgtggecet
gagcatgtga
gctgagatga
tgcctacaga
aagggcccct
acttcctgtg

ctgettgtcea

24

acagcctcte
aggccatcaa
tagaagtegt
agatattcga
cagccagcta
ttaccaccta

aatgcaaaaa

attcactctce
aggccatcaa
tggaggtggt
agatcttaga
ccgcttctta
tgaccacata

agtgtaagaa

gcagcatcte
atgccatcca
atgaaacagt
ccegectgga
tgaccatgat
caacccagat

tceectttga

agcacccacca
agaagccctg
ctctaacgag
gcagggtcta
ctaccagaca
tgcggatttc

accagtccaa

cgcacctact
ggaggctety
gagcaacgag
gcagggcctg
ctaccagaca

cgecgactta

gceccegtecag

tgecacecegee
ggaggccegg
agaagtcatc
gctgtacaag
ggccagccac

tatcaccttt

ctgctgggag

60

120

180

240

300

360

420

426

60

120

180

240

300

360

420

426

60

120

180

240

300

360

420

435



10

15

<210>5

atgtggctge
aggtcaccaa
cggctgetga
agcgagatgt
cagggcctge
tataagcagce
gagtccttta

ccegtecagg

<211> 141
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 5

<210>6

Met

Ser

Val

Thr

Trp

Ala

Glu

Leu

agtcecctget
gtccatctac
acctgageeg
tcgatctgea
gcggetetet
actgeccccece
aggagaacct

agtaa

Leu Gln

Thr
20

Pro

Ala
35

Ile

Asn Glu

50

Lys

65

Arg

Tyr

Gln

Thr

Leu

Gly

Tyr

val

Asp

Thr Cys

Asn Phe

Gln Thr

100

Thr
115

Thr

Ile Pro

130

<211> 144
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6
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getgetggge
tcageecttgg
ggacaccgcce
ggagcccace
gaccaagctg
taccececegag

gaaggatttt

Asn Leu Leu

Arg Ser Pro

Lys Glu Ala

Glu vVal Glu

55

Val Gln Thr

70

Thr
85

Lys Leu

Tyr Cys Pro

Tyr Ala Asp

Phe Glu Cys

135

accgtegect
gagcacgtga
gccgagatga
tgcctgeaga
aagggcccac
acaagctgtg

ctgctggtca

Phe Leu

Ile Thr

25

Leu Asn

40

val val

Arg Leu
Lys

Gly

Thr
105

Pro

Phe
120

Ile

Lys Lys

25

Gly
10

val

Leu

Ser

Lys

Ala

90

Pro

Asp

Pro

gttctattte
acgcaatcca
acgagacagt
caaggctgga
tgacaatgat
ccacccagat

ttccatttga

Ile Val

Thr Arg

Leu Asp

Val

Pro

Asp

cgcacccgea

ggaggcacgg
ggaagtgatc
gctgtacaag
ggccagccac

catcacattc

ttgttgggag

Ser
15

Tyr

Trp
30

Lys

Met Pro

45

Glu
60

Asn

Ile
75

Phe

Asn

Leu

Glu

Thr

Ser Leu

Phe

Glu

Met

Asp

Lys

Ser Phe

Gln Gly

Thr Ala

95

Cys Glu

110

Thr Phe

125

Val Gln

140

Lys

Leu

His

Val

Lys

Leu

80

Ser

Thr

Leu

60
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<210>7
<211>2010
<212> ADN

Met

Ser

Val

Thr

Asp

Gln

Met

Cys

Asp

Trp

Ala

Asn

Ala

50

Leu

Gly

Ala

Ala

Phe
130

Leu

Pro

Ala

35

Ala

Gln

Leu

Ser

Thr
115

Leu

Gln

Ala

20

Ile

Glu

Glu

Arg

His

100

Gln

Leu

Ser

Arg

Gln

Met

Pro

Gly

85

Tyr

Ile

vVal

<213> Virus de la leucemia del gibén

<400>7
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Leu

Ser

Glu

Asn

Thr

70

Ser

Lys

Ile

Ile

Leu

Pro

Ala

Glu

55

Cys

Leu

Gln

Thr

Pro
135

Leu Leu

Ser Pro
25

Arg Arg
40

Thr Val

Leu Gln

Thr Lys

His Cys
105

Phe Glu
120

Phe Asp

26

Gly

10

Ser

Leu

Glu

Thr

Leu

90

Pro

Ser

Cys

Thr

Thr

Leu

val

Arg

75

Lys

Pro

Phe

Trp

Val

Gln

Asn

Ile

60

Leu

Gly

Thr

Lys

Glu
140

Ala

Pro

Leu

45

Ser

Glu

Pro

Pro

Glu
125

Pro

Cys

Trp

30

Ser

Glu

Leu

Leu

Glu
110

Asn

Val

Ser

15

Glu

Arg

Met

Tyr

Thr

95

Thr

Leu

Gln

Ile

His

Asp

Phe

Lys

80

Met

Ser

Lys
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<210> 8

atggtattge
atgagtccectg
gggacgagtc
tcccaaactg
cccacactta
ggaaccgatg
tataagcaaa
gcaagctcta
tgcggggggce
tattggctat
tggactcaaa
ttcacagaca
ttctatgtgt
ccagctgtgg
ctegetctece
aactccacag
ctaaacactc
ctaaccttaa
ggcccecctt
gaccggtgec
ttgtgcatag
aattccteceg
actggectca
caggtccage
gacaattcte
gggttgggaa
gacctecage
caagactcag
aataggagag
gaagagtgcet
aaagaaaaac
tggttcaata
ctectectte

aatgatagga

<211> 2013
<212> ADN

tgectgggte
ggagetggaa
tgcaaaataa
gagacgttgt
aacctgatgt
tctegtecte
tcacectgggg
ccttectacgt
tagaatccct
ctaaatcctce
aatttcaaca
aaggaaaatt
ctggacatcc
cagtaggtcc
cacctectet
ccectggegac
cgecteccac
atgctaccaa
attatgaagc
gctgggggac
gaaaggtgcc
gagaccatca
ccecttgecet
tgattccteg
accccaggac
tcacggcggg
aaggcctgac
tcagcaagtt
gccttgactt
gtttttacat
tggataaaag
actceccttg
tgttgctcat

taagtgcagt
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catgettete
aagactgatce
gaaccoccac
ctgggataca
atgtgccttg
taaacgagtc
agccataggg
atgtccecegg
atactgtaaa
aaaagacctc
gtgtcaccag
atccaaggac
aggcgtacag
tgacctcgtce
tceccccaagg
tagtgcacaa
cacaggcgac
cccaggggece
aatagcctca
ccaaggaaag
ctttacccat
gtatctgete
ctccacctca
catctattac
taaaagagag
aataggtact
aagccteocag
agaggactca
getgttteta
agaccactca
acagttagag
gttcactacc
ccteogggeca

taaaatttaa

acctcaaace
atcctcottaa
cagcccatga
aaggcagtcc
gaeggetagte
agacctcocgg
tgcagctace
gatggccgga
gaatgggatt
ataactgtaa
accggctggt
tggataacgg
ttcaccattc
cttgtggaac
gaagcgccac
actcccacgg
agactttttg
actgagtctt
tcaggagagg
ctcaccctcea
cagcatctct
ccctecaace
gtttttaate
tatcctgaag
gctgtctcac
ggttcaactg
atcgeccatag
ctgacttccc
aaagaaggtg
ggtgcagtac
cgccagaaaa
ctgctatcaa

tgcatcatca

27

tgcaccacct
gctgegtatt
ccctcacttyg
agecccecttg
ttgagtcctg
actcagacta
ctegggcectag
ccetttcaga
gtgagaccac
aatgggacca
gtaaccccoct
gaaaaacctg
gcttaaaaat
aaggacctcc
cgccatctet
tgagaaaaac
atcttgtgea
gctggetttg
tecgectacte
ctgaggtcete
gcaatcagac
atagctggtg
agactagaga
aagttttgtt
ttaccctage
ccttaattaa
atgctgacct
tgtccgaggt
gcetcetgtge
gggactccat
gccaaaactg
ccatcgetgg

ataagttagt

teggcaccag
cggcggegge
gcaggtactg
gacttggtgg
ggatatececeg
tactgeeget
gactagaatg
agctagaagg
ggggaccggt
aaatagcgaa
taaaatagat
gggattaaga
caccaacatg
tagaacgtcc
ccecgactet
aattgttacc
gggggcctte
tttggccatg
caccgacctt
aggacacggg
cctatccatce
ggcttgecage
tttectgtatce
acaggcctat
tgttttactg
aggacctata
ccgggcccte
agtgctccaa
ggccctaaag
gaaaaaactc
gtatgaagga
gcccctatta

tcaattcatc

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

1800

1860

1920

1980

2010
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<213> Virus de la leucemia del gibén

<400> 8

accatggtcce
cagatgtctc
ggaggcacct
ctgtceccaga
tggcccacce
cccggecacag
gcctacaage
atggccaget
agatgtggeg
ggctactgge
gagtggacac
gactttacag
agattctacg
atgccagcag
tceetggeee
tctaacagca
acactgaata
tttetgacac
atgggcccac
ctggatagat
ggcctgtgea
atcaatagct
tccacaggac
atccaggtgce
tatgataatt
ctgggactgg
atcgacctge
ctgcaggaca
cagaacagga
aaggaggagt
ctgaaggaga
ggctggttea
ttattactge

atcaacgacc

tgctgectgyg
ccggceteatg
ccetgecagaa
caggcgacgt
tgaagcctga
acgtgagcag
agatcacctg
ccacctttta
gcctggagag
tgtctaagte
agaagttcca
ataagggcaa
tgtctggeca
tggcagtggg
tgeccecctee
cagcectgge
ccccaccece
tgaacgeccac
cctactatga
gcagatgggg
tcggeaaggt
ccggegacca
tgaccccatg
agctgatccc
cccacccaag
gaatcacagc
agcagggact
gcgtgtcecaa
ggggcctgga
gctgttttta
agctggataa
acaattccce
tgetgetget

gaatcteege

gtctatgctg
gaaacggctg
caagaatcct
ggtgtgggat
cgtgtgegee
cagcaagagg
gggcgccatce
cgtgtgecca
cctgtattge
tagcaaggac
gcagtgecac
gctgtccaag
cectggegtg
accagacctg
actgececct
cacctcegee
taccacaggce
caatecctgge
ggcaatcgce
cacccaggge
gccattcaca
ccagtacctg
tectgagcacce
tcggatctac
aacaaagagg
aggaatcggce
gacctcectg
gctggaggat
cetgetgtte
tatcgaccac
gecgeecagetg
ctggtttacce
gatcctggge

agtgaaaatc

ctgacttcta
atcatcctge
caccagccaa
accaaggcag
ctggeccgect
gtgagaccac
ggctgtaget
cgcgacggaa
aaggagtggg
ctgatcaccg
cagaccggct
gactggatca
cagtttacaa
gtgctggtag
agggaggccce
cagaccccta
gacaggctgt
gcaaccgaga
tcctetggag
aagctgacce
caccagcacc
ctgccaagca
agcgtgttca
tattacccag
gaggcegtgt
acaggcagca
cagatcgcca
tctetgaccet
ctgaaggagyg
tectggegeeg
gagaggcaga
acactgctgt
ccatgtatca

taa

28

acctgcacca
tgagctgegt
tgaccctgac
tgecageccace
ccectggagte
ccgactctga
atcecteggge
ggaccctgte
attgtgagac
tgaagtggga
ggtgtaatcc
ccggcaagac
tceggetgaa
agcagggace
cacccectag
cagtgcgcaa
tcgatectggt
gctgetgget
aggtggcata
tgacagaggt
tgtgcaacca
accactcctg
accagaccag
aggaggtgct
ctctgacccect
ccgccctgat
tcgacgecga
ctctgagega
gaggactgtg
tgcgggatag
agagccagaa
ctaccatcge

tcaacaagcet

cctgegacac
gttcggagga
atggcaggtg
ttggacatgg
ttgggacatc
ttatacagcc
ccgcacaagg
tgaggcaagg
cacaggcaca
tcagaacagc
cctgaagatc
atggggcctg
gatcaccaac
teccacgecace
cctgeccgat
gaccatecgtg
gcagggcgcece
gtgcetggcet
ttccacagac
gtetggecac
gaccctgage
gtgggcatge
agacttttgt
gctgcaggecc
ggcegtgetyg
caagggacca
tctgagagee
ggtggtgctg
cgecgecctg
catgaagaag
ttggtacgag
aggacctcetg

ggtgcagttt

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

1800

1860

1920

1980

2013
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<210>9
<211> 669
<212> PRT

<213> Virus de la leucemia del gibén

<400> 9

Met

Leu

Leu

Pro

Asp

65

Pro

val

Arg

Ser

His

50

Val

Thr

Leu

His

Cys

35

Gln

val

Leu

Leu

Gln

20

Val

Pro

Trp

Lys

Pro

Met

Phe

Met

Asp

Pro
85

ES 2 841 300 TS5

Gly

Ser

Gly

Thr

Thr

70

Asp

Ser

Pro

Gly

Leu

55

Lys

Val

Met Leu

Gly Ser

25

Gly Gly

40

Thr Trp

Ala Val

Cys Ala

29

Leu

10

Trp

Thr

Gln

Gln

Leu

Thr

Lys

Ser

Val

Pro

75

Ala

Ser

Arg

Leu

Leu

60

Pro

Ala

Asn

Leu

Gln

45

Ser

Trp

Ser

Leu

Ile

30

Asn

Gln

Thr

Leu

His

15

Ile

Lys

Thr

Trp

Glu

His

Leu

Asn

Gly

Trp

80

Ser



Trp

Pro

Ile

Phe

145

Cys

Thr

Val

His

Gly

225

Phe

Ile

Glu

Pro

Leu

305

Leu

Gln

Asp

Asp

Gly

130

Tyr

Gly

Gly

Lys

Gln

210

Lys

Tyr

Thr

Gln

Arg

290

Ala

Asn

Gly

Ile

Ser

115

Cys

Val

Gly

Thr

Trp

195

Thr

Leu

Val

Asn

Gly

275

Glu

Thr

Thr

Ala

Pro

100

Asp

Ser

Cys

Leu

Gly

180

Asp

Gly

Ser

Ser

Met

260

Pro

Ala

Ser

Pro

Phe

Gly

Tyr

Tyr

Pro

Glu

165

Tyr

Gln

Trp

Lys

Gly

245

Pro

Pro

Pro

Ala

Pro

325

Leu

ES 2 841 300 TS5

Thr

Thr

Pro

Arg

150

Ser

Trp

Asn

Cys

Asp

230

His

Ala

Arg

Pro

Gln

310

Pro

Thr

Asp

Ala

Arg

135

Asp

Leu

Leu

Ser

Asn

215

Trp

Pro

val

Thr

Pro

295

Thr

Thr

Leu

val

Ala

120

Ala

Gly

Tyr

Ser

Glu

200

Pro

Ile

Gly

Ala

Ser

280

Ser

Pro

Thr

Asn

Ser

105

Tyr

Arg

Arg

Cys

Lys

185

Trp

Leu

Thr

Val

Val

265

Leu

Leu

Thr

Gly

Ala

30

Ser

Lys

Thr

Thr

Lys

170

Ser

Thr

Lys

Gly

Gln

250

Gly

Ala

Pro

Val

Asp

330

Thr

Ser

Gln

Leu

155

Glu

Ser

Gln

Tle

Lys

235

Phe

Pro

Leu

Asp

Arg

315

Arg

Asn

Lys

Ile

Met

140

Ser

Trp

Lys

Lys

Asp

220

Thr

Thr

Asp

Pro

Ser

300

Lys

Leu

Pro

Arg

Thr

125

Ala

Glu

Asp

Asp

Phe

205

Phe

Trp

Ile

Leu

Pro

285

Asn

Thr

Phe

Gly

val

110

Trp

Ser

Ala

Cys

Leu

190

Gln

Thr

Gly

val

270

Pro

Ser

Ile

Asp

Ala

Arg

Gly

Ser

Arg

Glu

175

Ile

Gln

Asp

Leu

Leu

255

Leu

Leu

Thr

val

Leu

335

Thr

Pro

Ala

Thr

Arg

160

Thr

Thr

Cys

Lys

Arg

240

Lys

Val

Pro

Ala

Thr

320

Val

Glu
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340 345 350

Ser Cys Trp Leu Cys Leu Ala Met Gly Pro Pro Tyr Tyr Glu Ala Ile
355 360 365

Ala Ser Ser Gly Glu Val Ala Tyr Ser Thr Asp Leu Asp Arg Cys Arg
370 375 380

Trp Gly Thr Gln Gly Lys Leu Thr Leu Thr Glu Val Ser Gly His Gly
385 390 395 400

Leu Cys Ile Gly Lys Val Pro Phe Thr His Gln His Leu Cys Asn Gln
405 410 415

Thr Leu Ser Ile Asn Ser Ser Gly Asp His Gln Tyr Leu Leu Pro Ser
420 425 430

Asn His Ser Trp Trp Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys leu Ser
435 440 445

Thr Ser Val Phe Asn Gln Thr Arg Asp Phe Cys Ile Gln Val Gln Leu
450 455 460

Ile Pro Arg Ile Tyr Tyr Tyr Pro Glu Glu Val Leu Leu Gln Ala Tyr
465 470 475 480

Asp Asn Ser His Pro Arg Thr Lys Arg Glu Ala Val Ser Leu Thr Leu
485 490 435

Ala Val Leu Leu Gly leu Gly Ile Thr Ala Gly Ile Gly Thr Gly Ser
500 505 510

Thr Ala Leu Ile Lys Gly Pro Ile Asp Leu Gln Gln Gly Leu Thr Ser
515 520 525

Leu Gln Tle Ala Ile Asp Ala Asp Leu Arg Ala Leu Gln Asp Ser Val
530 535 540

Ser Lys Leu Glu Asp Ser Leu Thr Ser Leu Ser Glu Val Val Leu Gln
545 550 555 560

Asn Arg Arg Gly Leu Asp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys
565 570 575

Ala Ala Leu Lys Glu Glu Cys Cys Phe Tyr Ile Asp His Ser Gly Ala
580 585 590

31



10

15

20

Val Arg Asp Ser
595
Leu Glu Arg Gln
610
Ser Pro Trp Phe
625
Leu Leu Leu Leu
Val Gln Phe Ile
660
<210> 10
<211> 759
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Homo sapiens
<400> 10
atgatcgaga cctacaatca
atgaagatct tcatgtacct
ctgttegeeg tgtatctgea
gaggacttcg tgtttatgaa
ctgetgaatt gtgaggagat
aacaaggagg agacaaagaa
gcaaactcta atgccgecag
tctaacctgg tgacactgga
tatatctatg ceccaggtgac
atcgtgggac tgtggctgaa
aatacccact cctctageca
gagctgcage ctggagccag
ggcaccgget tcacaagett
<210> 11
<211> 252
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Homo sapiens

<400> 11

ES 2 841 300 TS5

Met Lys Lys

Gln
615

Lys Ser

Thr Thr

630

Leu

Leu
645

lLeu Ile

Asn Asp Arg

gacaagccca
gctgaccgtg
caggagactg
gaccatccag
caagtcccag
ggacgaggat
cgtgcetgecag
gaatggcaag
attetgetet
gccctctage
gctgtgegag
cgtgttegtg

tggcctgetg

Leu
600

Lys
Asn Trp
Ser

Leu

Leu Gly

Glu Lys

Tyr Glu

Thr Ile

Pro Cys

Leu

Asp

Lys Arg

605

Gly
620

Ala
635

Ile

650

Ile Ser

665

cggtecgeeg
tttctgatca
gacaagatcg
cggtgcaaca
ttcgaggget
ccacagatcg
tgggccaaga
cagctgaceg
aacagagagg
ggcagcgaga
cagcagtcca
aacgtgacag

aagctgtga

32

Ala Val

Lys

caaccggact
cacagatgat
aggatgagcg
caggcgagag
ttgtgaagga
cagcacacgt
agggctacta
tgaagaggca
caagctccea
ggatcctget
tccacctggg

acccatctcea

Trp

Gly

Ile

Phe Asn

Pro Leu

Asn Lys
655

Ile

gcctatecage
cggctccgece
caatctgcac
gagectgtet
tatcatgetg
ggtgtcegag
taccatgaag
gggcctgtac
ggcaccctte
gaaggccgcc
aggegtgttc

ggtgagccac

Gln

Asn

Leu

640

Leu

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

759



Met

Leu

Ile

Arg

Phe

65

Leu

Asp

Ile

Leu

Thr

145

Tyr

Gln

Glu

Cys

Gly
225

<210>12

<211> 1416

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

Ile

Pro

Thr

Leu

Met

Leu

Ile

Ala

Gln

130

Leu

Ile

Ala

Arg

Glu

210

Ala

Glu

Ile

Gln

35

Asp

Lys

Asn

Met

Ala

115

Trp

Glu

Tyr

Pro

Ile

195

Gln

Ser

Gly

Thr

Ser

20

Met

Lys

Thr

Cys

Leu

100

His

Ala

Asn

Ala

Phe

180

Leu

Gln

Val

Thr

Tyr

Met

Ile

Ile

Ile

Glu

85

Asn

val

Lys

Gly

Gln

165

Ile

Leu

Ser

Phe

Gly

ES 2 841 300 TS5

Asn

Lys

Gly

Glu

Gln

70

Glu

Lys

Val

Lys

Lys

150

Val

Val

Lys

Ile

Val
230

Phe

Gln

Ile

Ser

Asp

Arg

Ile

Glu

Ser

Gly

135

Gln

Thr

Gly

Ala

His

215

Asn

Thr
245

Thr

Phe

Ala

40

Glu

Cys

Lys

Glu

Glu

120

Tyr

Leu

Phe

Leu

Ala

200

Leu

val

Ser

Ser

Met

25

Leu

Arg

Asn

Ser

Thr

105

Ala

Tyr

Thr

Cys

Trp

185

Asn

Gly

Thr

Phe

33

Pro

10

Tyr

Phe

Asn

Thr

Gln

90

Lys

Asn

Thr

Val

Ser

170

Leu

Thr

Gly

Asp

Gly

Arg

Leu

Ala

Leu

Gly

75

Phe

Lys

Ser

Met

Lys

155

Asn

Lys

His

val

Pro
235

Leu

Ser

Leun

Val

His

60

Glu

Glu

Asp

Asn

Lys

140

Arg

Arg

Pro

Ser

Phe

220

Ser

Leu
250

Ala

Thr

Tyr

45

Glu

Arg

Gly

Glu

Ala

125

Ser

Gln

Glu

Ser

Ser

205

Glu

Gln

Lys

Ala

val

30

Leu

Asp

Ser

Phe

Asp

110

Ala

Asn

Gly

Ala

Ser

190

Ser

Leu

val

Leu

Thr

15

Phe

His

Phe

Leu

Val

95

Pro

Ser

Leu

Leu

Ser

175

Gly

Gln

Gln

Ser

Gly

Leu

Arg

Val

Ser

80

Lys

Gln

val

Val

Tyr

160

Ser

Ser

Leu

Pro

Hisg
240



atgctgecct
gagatgaaga
cccaccgaga
gagaagggcg
ggacctgtgg
aggggectgt
ccatcecggea
ggaccaaagqg
acaggaccaa
gcagcaggac
ggcctgaagyg
ccagattccg
gaggtggccet
gacaagatcg
agatgcaaca
ttcgaggget
ttcgagatge
agctccaaga
aatctggtga
atctatgecec
gcectctetgt
acccactcet
ctgcagccag

accggcttcea

<210>13
<211> 471
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

ttetgageat
gcctgtecca
atggactgece
acccaggact
gaccaaaggg
ctggececce
agcagggcaa
gagaagtggg
agggcgageg
cagcaggacc
gcgacagggg
ccgccctgag
tctcecacta
aggatgagcg
caggcgageg
ttgtgaagga
agaagggcga
ccacatcegt
cactggagaa
aggtgacatt
gcctgaagag
ctgccaagee
gagccteegt

catcectttgg

ES 2 841 300 TS5

gctggtgctg
gagatctgtg
tggaagggac
gcctggacca
agagaacgga
tggcctgeca
tatcggeecce
agcacctgge
cggcgecccea
tgcaggccca
agtgcctgge
gcagcagatg
ccagaaggcc
caacctgcac
gtctctgage
catcatgctg
tcagaatcce
gctgecagtgg
cggcaagcag
ctgctctaat
cccaggcaga
atgcggacag
gtttgtgaat

cectgetgaag

ctggtgcage
cctaacacct
ggaagggatg
atgggactga
tcecgeeggag
ggcatcccag
cagggcaage
atgcagggat
ggcgtgcagg
cagggcgcece
gataggggca
gaggccctga
gcecctgtttce
gaggatttcg
ctgctgaatt
aacaaggagg
cagatcgcag
gccgagaagg
ctgaccgtga
cgggaggcct
ttcgagegga
cagagcatcce
gtgacagacc

ctgtga

34

ctetgggaaa
gcacactggt
gaagggaggg
gcggactgea
agccaggacc
gccecgecgg
ctggcccaaa
ccaccggagce
gcgeceeegg
ctggctctag
tcaagggaga
agggcaagct
cagacggcca
tgtttatgaa
gtgaggagat
agaccaagaa
cacacgtgat
gctactatac
agagacaggg
ctagccagge
tcctgectgag
acctgggagyg

catcccaggt

cctgggagece
catgtgcage
ccetegggge
gggaccaaca
taagggcgag
caaggagggc
gggcgaggcea
aaagggatct
caatgcagga
gggcccacee
gagcggactg
gcagaggctg
caggagactg
gaccatccag
caagtctcag
ggagaatagc
cagcgaggca
catgtccaac
cctgtactat
ceccttttate
ggccgecaac
cgtgttecgag

gtctcacgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1416



Met

Asn

Thr

Arg

Pro

65

Gly

Pro

Pro

Gly

Glu

145

Thr

Gly

Ala

Pro

Ala
225

Leu

Leu

Cys

Asp

50

Gly

Pro

Lys

Gly

Pro

130

Val

Gly

Asn

Pro

Gly

210

Leu

Pro

Gly

Thr

35

Gly

Leu

val

Gly

Pro

115

Gln

Gly

Pro

Ala

Gly

195

Asp

Arg

Phe

Ala

20

Leu

Arg

Pro

Gly

Glu

100

Ala

Gly

Ala

Lys

Gly

180

Ser

Arg

Gln

Leu

Glu

val

Asp

Gly

Pro

85

Arg

Gly

Lys

Pro

Gly

165

Ala

Arg

Gly

Gln
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Ser

Met

Met

Gly

Pro

70

Lys

Gly

Lys

Pro

Gly

150

Glu

Ala

Gly

Ile

Met
230

Met

Lys

Cys

Arg

55

Met

Gly

Leu

Glu

Gly

135

Met

Arg

Gly

Pro

Lys

215

Glu

Leu

Ser

Ser

40

Glu

Gly

Glu

Ser

Gly

120

Pro

Gln

Gly

Pro

Pro

200

Gly

Ala

Val

Leu

25

Pro

Gly

Leu

Asn

Gly

105

Pro

Lys

Gly

Ala

Ala

185

Gly

Glu

Leu

35

Leu

10

Ser

Thr

Pro

Ser

Gly

30

Pro

Ser

Gly

Ser

Pro

170

Gly

Leu

Ser

Lys

Leu

Gln

Glu

Arg

Gly

75

Ser

Pro

Gly

Glu

Thr

155

Gly

Pro

Lys

Gly

Gly
235

Val

Arg

Asn

Gly

60

Leu

Ala

Gly

Lys

Ala

140

Gly

Val

Ala

Gly

Leu

220

Lys

Gln

Ser

Gly

45

Glu

Gln

Gly

Leu

Gln

125

Gly

Ala

Gln

Gly

Asp

205

Pro

Leu

Pro

Val

30

Leu

Lys

Gly

Glu

Pro

110

Gly

Pro

Lys

Gly

Pro

190

Arg

Asp

Gln

Leu

15

Pro

Pro

Gly

Pro

Pro

95

Gly

Asn

Lys

Gly

Ala

175

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly

Asn

Gly

Asp

Thr

80

Gly

Ile

Ile

Gly

Ser

160

Pro

Gly

Val

Ala

Leu
240



<210>14
<211> 1412
<212> ADN

Glu

His

Phe

Leu

Val

305

Phe

Ile

Lys

Lys

Val

385

Ala

Arg

Ile

Val

Ser
465

val

Arg

val

Ser

290

Lys

Glu

Ser

Gly

Gln

370

Thr

Ser

Ala

His

Asn

450

Phe

<213> Mus musculus

<400> 14

Ala

Arg

Phe

275

Leu

Asp

Met

Glu

Tyr

355

Leu

Phe

Leu

Ala

Leu

435

val

Gly

Phe

Leu

260

Met

Leu

Ile

Gln

Ala

340

Tyr

Thr

Cys

Cys

Asn

420

Gly

Thr

Leu

Ser

245

Asp

Lys

Asn

Met

Lys

325

Ser

Thr

val

Ser

Leu

405

Thr

Gly

Asp

Leu

ES 2 841 300 TS5

His

Lys

Thr

Cys

Leu

310

Gly

Ser

Met

Lys

Asn

390

Lys

His

Val

Pro

Lys
470

Tyr

Ile

Ile

Glu

295

Asn

Asp

Lys

Ser

Arg

375

Arg

Ser

Ser

Phe

Ser

455

Leu

Gln

Glu

Gln

280

Glu

Lys

Gln

Thr

Asn

360

Gln

Glu

Pro

Ser

Glu

440

Gln

Lys

Asp

265

Arg

Ile

Glu

Asn

Thr

345

Asn

Gly

Ala

Gly

Ala

425

Leu

Val

36

Ala

250

Glu

Cys

Lys

Glu

Pro

330

Ser

Leu

Leu

Ser

Arg

410

Lys

Gln

Ser

Ala

Asn

Ser

Thr

315

Gln

val

Val

Tyr

Ser

395

Phe

Pro

Pro

His

Leu

Asn

Thr

Gln

300

Lys

Ile

Leu

Thr

Tyr

380

Gln

Glu

Cys

Gly

Gly
460

Phe

Leu

Gly

285

Phe

Lys

Ala

Gln

Leu

365

Ile

Ala

Arg

Gly

Ala

445

Thr

Pro

His

270

Glu

Glu

Glu

Ala

Trp

350

Glu

Tyr

Pro

Ile

Gln

430

Ser

Gly

Asp

255

Glu

Arg

Gly

Asn

His

335

Ala

Asn

Ala

Phe

Leu

415

Gln

Val

Phe

Gly

Asp

Ser

Phe

Ser

320

Val

Glu

Gly

Gln

Ile

400

Leu

Ser

Phe

Thr



10

atgctgceet
gagatgaagt
ccaaccgaga
gagaagggcg
ggccctgtgg
aggggectgt
ccttetggea
ggaccaaagg
accggeccta
gcagcaggac
ggcctgaagy
ccagactctg
gaggtggcct
gataaggtgg
aggtgcaaca
ttcgaggace
gagatgcaga
tetaatgeeg
ctggtcatge
tacacccagg
ggcctgtgge
cactctaget
caggcaggag

gcttctetag

tacctgageat
ccctgtetea
atggactgce
accctggact
gaccaaaggg
ccggecceee
agcagggcaa
gagaagtggg
agggagagag
cagcaggacc
gcgacagggg
ccgccctgag
tcteccacta
aggaggaggt
agggcgaggg
tggtgaagga
ggggcgacga
ccagegtget
tggagaatgg
tgacattctg
tgaagcccte
cccagetgtg
caagcgtgtt

ctttggectg

ES 2 841 300 TS5

gctggtgetg
gaggagegtg
aggaagggac
gcctggacca
agagaatgga
tggcetgect
catcggacca
agcacccggce
aggagcacct
tgcaggecca
agtgccagge
gcagcagatg
ccagaaggcc
gaacctgcac
cagcetgtee
tatcaccctg
ggatecctcag
gcagtgggce
caagcagctg
cagcaacaga
tatcggaage
cgagcagcag
cgtgaacgga

ctgaagetgt

ctggtgcage
ccaaacacct
ggaagagatg
atgggactgt
agcgcecggag
ggcatcccag
cagggcaagce
atgcagggca
ggagtgcagg
cagggcgcce
gataggggca
gaggccctga
gccctgttte
gaggatttcg
ctgctgaatt
aacaaggagg
atcgecagcac
aagaagggct
acagtgaaga
gagcccagcet
gagaggatcc
tcegtgeace
cagaggccag

ga

<210> 15

<211> 470

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 15

Met Leu Pro Phe Leu Ser Met Leu Val Leu Leu Val Gln Pro Leu Gly

1 5 10

37

ctetgggcaa
gcacactggt
gaagggaggg
ccggactgca
agccaggacce
gccoccgeegg
ctggaccaaa
gcaccggage
gcgccoccagg
caggcagcceg
tcaagggaga
agggcaagct
cagacggaca
tgttcatcaa
gtgaggagat
agaagaagga
acgtggtgte
actataccat
gagagggcet
cccagcggce
tgctgaagge
tgggaggegt

ccaggtcatc

tetgggegee
catgtgctct
accaagggga
gggaccaaca
taagggagag
caaggagggc
gggagaggca
aaagggatcc
caatgcagga
gggcccacce
gtccggactg
gcagaggctg
caggagactg
gaagctgaag
gcggcgeeag
gaattctttt
cgaggcaaac
gaagtctaac
gtactacgtg
ttttatcgtg
agccaatacc
gttcgagetg

cacagagtgg

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1412



Asn

Thr

Arg

Pro

65

Gly

Pro

Pro

Gly

Glu

145

Thr

Gly

Ala

Pro

Ala

225

Glu

His

Leu

Cys

Asp

50

Gly

Pro

Lys

Gly

Pro

130

Vval

Gly

Asn

Pro

Gly

210

Leu

Val

Arg

Gly

Thr

35

Gly

Leu

val

Gly

Pro

115

Gln

Gly

Pro

Ala

Gly

195

Asp

Arg

Ala

Arg

Ala

20

Leu

Arg

Pro

Gly

Glu

100

Ala

Gly

Ala

Lys

Gly

180

Ser

Arg

Gln

Phe

Leu
260

Glu

Val

Asp

Gly

Pro

85

Arg

Gly

Lys

Pro

Gly

165

Ala

Arg

Gly

Gln

Ser

245

Asp

ES 2 841 300 TS5

Met

Met

Gly

Pro

70

Lys

Gly

Lys

Pro

Gly

150

Glu

Ala

Gly

Ile

Met

230

His

Lys

Lys

Cys

Arg

55

Met

Gly

Leu

Glu

Gly

135

Met

Arg

Gly

Pro

Lys

215

Glu

Tyr

Val

Ser

Ser

40

Glu

Gly

Glu

Ser

Gly

120

Pro

Gln

Gly

Pro

Pro

200

Gly

Ala

Gln

Glu

Leu

25

Pro

Gly

Leu

Asn

Gly

105

Pro

Lys

Gly

Ala

Ala

185

Gly

Glu

Leu

Lys

Glu
265

38

Ser

Thr

Pro

Ser

Gly

90

Pro

Ser

Gly

Ser

Pro

170

Gly

Leu

Ser

Lys

Ala

250

Glu

Gln

Glu

Arg

Gly

75

Ser

Pro

Gly

Glu

Thr

155

Gly

Pro

Lys

Gly

Gly

235

Ala

Val

Arg

Asn

Gly

60

Leu

Ala

Gly

Lys

Ala

140

Gly

Val

Ala

Gly

Leu

220

Lys

Leu

Asn

Ser

Gly

45

Glu

Gln

Gly

Leu

Gln

125

Gly

Ala

Gln

Gly

Asp

205

Pro

Leu

Phe

Leu

Val

30

Leu

Lys

Gly

Glu

Pro

110

Gly

Pro

Lys

Gly

Pro

190

Arg

Asp

Gln

Pro

His
270

Pro

Pro

Gly

Pro

Pro

95

Gly

Asn

Lys

Gly

Ala

175

Gln

Gly

Ser

Arg

Asp

255

Glu

Asn

Gly

Asp

Thr

80

Gly

Ile

Ile

Gly

Ser

160

Pro

Gly

val

Ala

Leu

240

Gly

Asp



<210> 16
<211> 786
<212> ADN

Phe

Leu

Val

305

Glu

Ser

Gly

Gln

Thr

385

Gly

Ala

His

Asn

Phe
465

val

Ser

230

Lys

Met

Glu

Tyr

Leu

370

Phe

Leu

Ala

Leu

Val

450

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 16

Phe

275

Leu

Asp

Gln

Ala

Tyr

355

Thr

Cys

Trp

Asn

Gly

435

Thr

Leu

Ile

Leu

Ile

Arg

Asn

340

Thr

Val

Ser

Leu

Thr

420

Gly

Glu

Leu

Lys

Asn

Thr

Gly

325

Ser

Met

Lys

Asn

Lys

405

Hisg

val

Ala

Lys

ES 2 841 300 TS5

Lys

Cys

Leu

310

Asp

Asn

Lys

Arg

Arg

390

Pro

Ser

Phe

Ser

Leu
470

Leu

Glu

235

Asn

Glu

Ala

Ser

Glu

375

Glu

Ser

Ser

Glu

Gln
455

Lys

280

Glu

Lys

Asp

Ala

Asn

360

Gly

Pro

Ile

Ser

Leu

440

Val

Arg

Met

Glu

Pro

Ser

345

Leu

Leu

Ser

Gly

Gln

425

Gln

Ile

39

Cys

Arg

Glu

Gln

330

val

Val

Tyr

Ser

Ser

410

Leu

Ala

His

Asn

Arg

Lys

315

Ile

Leu

Met

Tyr

Gln

395

Glu

Cys

Gly

Arg

Lys

Gln

300

Lys

Ala

Gln

Leu

Val

380

Arg

Arg

Glu

Ala

Val
460

Gly

285

Phe

Glu

Ala

Trp

Glu

365

Tyr

Pro

Ile

Gln

Ser

445

Gly

Glu

Glu

Asn

His

Ala

350

Asn

Thr

Phe

Leu

Gln

430

Val

Phe

Gly

Asp

Ser

Val

335

Lys

Gly

Gln

Ile

Leu

415

Ser

Phe

Ser

Ser

Leu

Phe

320

Val

Lys

Lys

Val

val

400

Lys

val

val

Ser



10

atgatcgaaa

atgaaaattt

ctttttgetg
gaagattttg
ttactgaact
aacaaagagg
caaattgcgg
gctgaaaaaqg
ctgaccgtta
cgggaagctt
ttcgagagaa
caatccattc
gtgactgatc

ctctga

catacaacca

ttatgtattt

tgtatcttca
tattcatgaa
gtgaggagat
agacgaagaa
cacatgtcat
gatactacac
aaagacaagg
cgagtcaage
tcttactcag

acttgggagg

caagccaagt

<210>17
<211> 261
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Met

Leu

Ile

Arg

Phe

65

Leu

Asp

Met

Met

Ile Glu Thr

Ile Ser

20

Pro

Thr Gln Met

35

Leu Asp Lys

Lys Thr

Leu Asn Cys

Ile Met Leu

100

Gln Lys

115

Gly

ES 2 841 300 TS5

aacttectece

acttactgtt

tagaaggttg
aacgatacag
taaaagccag
agaaaacagc
aagtgaggcce
catgagcaac
actctattat
tccatttata
agctgcaaat
agtatttgaa

gagccatgge

Tyr Asn Gln

Met Lys TIle

Ile Gly Ser

Ile Glu Asp

Ile Gln Arg

70

Glu
85

Glu Ile

Asn Lys Glu

Asp Gln Asn

cgatctgegg

tttcttatca

gacaagatag
agatgcaaca
tttgaagget
tttgaaatge
agcagtaaaa
aacttggtaa
atctatgccc
gccagectcet
acccacagtt
ttgcaaccag

actggcttca

Thr Ser

Phe Met

25

Ala
40

Leu

Glu Arg Asn Leu

Cys Asn

Ser

Lys

Thr
105

Glu

Pro Gln

120

40

Pro Arg
10

Tyr Leu

Phe Ala Val

Thr Gly

Gln Phe

90

Lys

Ile Ala Ala

ccactggact

cccagatgat

aagatgaaag
caggagaaag
ttgtgaagga
aaaaaggtga
caacatctgt
ccectggaaaa
aagtcacctt
gcctaaagte
ccgccaaacc
gtgctteggt

cgtcctttgg

Leu

Ser Ala Ala

Thr Val

Tyr

gcecatecage

tgggtcagceca

gaatcttecat
atccttatce
tataatgtta
tcagaatect
gttacagtgg
tgggaaacag
ctgttccaat
ccecggtaga
ttgcgggcaa
gtttgtcaat

cttactcaaa

Thr
15

Phe
30

Leu His

45

His
60

75

Glu

Lys

Glu Asp

Glu Arg

Gly

Glu Asn

His

Phe

Ser Leu

Phe Val

95

Ser Phe

110

vVal Ile

125

Gly

Leu

Arg

Val

Ser

80

Lys

Glu

Ser

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

786



10

Glu Ala Ser Ser
130

Tyr Tyr Thr Met

145

Leu Thr Val Lys

Phe Cys Ser Asn

180

Leu Cys Leu Lys

195

Ala Asn Thr His
210

Leu Gly Gly val

225

Val Thr Asp Pro

Gly Leu Leu Lys

<210> 18
<211> 783
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 18

atgatagaaa
atgaagattt
ctttttgctg
gaagattttg
ttgctgaact
aacaaagaag
attgcagcac
aagaaaggat
acggttaaaa
gagccttega
gagagaatct
tetgtteact
actgaagcaa

tga

<210>19

260

catacagcca
ttatgtattt
tgtatcttca
tattcataaa
gtgaggagat
agaaaaaaga
acgttgtaag
attataccat
gagaaggact
gtcaacgecce
tactcaaggc
tgggeggagt

gccaagtgat

ES 2 841 300 TS5

Lys Thr Thr
135

Ser Asn Asn
150

Arg Gln Gly
165

Arg Glu Ala

Ser Pro Gly

Ser Ser Ala
215

Phe Glu Leu
230

Ser Gln Vval
245

Leu

accttceccce
acttactgtt
tagaagattg
aaagctaaag
gagaaggcaa
aaacagcettt
cgaagccaac
gaaaagcaac
ctattatgtce
attcatcgtce
ggcaaatacc
gtttgaatta

ccacagagtt

Ser Val Leu Gln Trp Ala Glu Lys

140

Leu Val Thr Leu Glu Asn Gly Lys

155

Leu Tyr Tyr Ile Tyr Ala Gln Val
170

175

Ser Ser Gln Ala Pro Phe Ile Ala

185

180

Arg Phe Glu Arg Ile Leu leu Arg
205

200

Lys Pro Cys Gly Gln Gln Ser Ile

220

Gln Pro Gly Ala Ser Val Phe Val

235

Ser His Gly Thr Gly Phe Thr Ser
250

agatcecgtgg
ttcecttatca
gataaggtcg
agatgcaaca
tttgaagacc
gaaatgcaaa
agtaatgcag
ttggtaatge
tacactcaag
ggcctetgge
cacagttcct
caagctggtg

ggcttctcat

41

caactggact
cccaaatgat
aagaggaagt
aaggagaagg
ttgtcaagga
gaggtgatga
catccgttet
ttgaaaatgg
tcaccttectg
tgaagccceag
cccagetttg
cttetgtgtt

cttttggett

255

tccagegage
tggatctgtg
aaaccttcat
atctttatce
tataacgtta
ggatcctcaa
acagtgggcec
gaaacagctg
ctctaatcegg
cagtggatct
cgagcagcag
tgtcaacgtg

actcaaactc

Gly

Gln

160

Thr

Ser

Ala

His

Asn

240

Phe

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

783



ES 2 841 300 TS5

<211> 260
<212> PRT
<213> Mus musculus

<400> 19

Met Ile Glu Thr Tyr Ser Gln Pro Ser Pro Arg Ser Val Ala Thr Gly

Leu Pro Ala Ser Met Lys Ile Phe Met Tyr Leu Leu Thr Val Phe Leu
20 25 30

Ile Thr Gln Met Ile Gly Ser Val Leu Phe Ala Val Tyr Leu His Arg
35 40 45

Arg Leu Asp Lys Val Glu Glu Glu Val Asn Leu His Glu Asp Phe Val
50 55 60

Phe Ile Lys Lys Leu Lys Arg Cys Asn Lys Gly Glu Gly Ser Leu Ser
65 70 75 80

Leu Leu Asn Cys Glu Glu Met Arg Arg Gln Phe Glu Asp Leu Val Lys

Asp Ile Thr Leu Asn Lys Glu Glu Lys Lys Glu Asn Ser Phe Glu Met
100 105 110

Gln Arg Gly Asp Glu Asp Pro Gln Ile Ala Ala His Val Val Ser Glu
115 120 125

Ala Asn Ser Asn Ala Ala Ser Val Leu Gln Trp Ala Lys Lys Gly Tyr
130 135 140

Tyr Thr Met Lys Ser Asn Leu Val Met Leu Glu Asn Gly Lys Gln Leu
145 150 155 160

Thr Val Lys Arg Glu Gly Leu Tyr Tyr Val Tyr Thr Gln Val Thr Phe
165 170 175

Cys Ser Asn Arg Glu Pro Ser Ser Gln Arg Pro Phe Ile Val Gly Leu
180 185 190
Trp Leu Lys Pro Ser Ser Gly Ser Glu Arg Ile Leu Leu Lys Ala Ala
195 200 205

Asn Thr His Ser Ser Ser Gln Leu Cys Glu Gln Gln Ser Val His Leu
210 215 220

Gly Gly Val Phe Glu Leu Gln Ala Gly Ala Ser Val Phe Val Asn Val
225 230 235 240

Thr Glu Ala Ser Gln Val Ile His Arg Val Gly Phe Ser Ser Phe Gly
245 250 255

Leu Leu Lys Leu
260

42



10

15

<210> 20

<211> 930

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 20

<210> 21

atggatcage
tcetgecett
ctgtctgaca
gtgaacgtga
cctaagctgt
atctttacce
accagggaga
acacagcagg
aacaccacac
ctgagatacg
ttcctggage
gtgtctctgg
gtggagctgt
ctgctgetga
caggatgett

ctggtgaage

<211>765
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 21

acacactgga
ctgatgcege
cagtgeggece
gggacagaga
acggecctggt
ggacagagca
acaacgccga
gaagcccagt
tgaactggca
aggaggataa
tgaagctgtc
tgctgecagge
ttecttgtag
aggctggeca
acagagactg

ctgacaaccce

ES 2 841 300 TS5

cgtggaggat
tetgetgege
aaccaacgcc
ggctgettgg
ggccctggtg
acgccccgct
tcaggtgaca
gttcgcecceaag
cagccaggac
gaaggagctg
tccaaccttt
taagccecag
catggagaac
caggctgtce
ggagctgage

atgggagtga

accgctgacg
gacacaggac
gctetgecaa
ccacctgece
ctgctgetge
ctgacaatca
ccagtgtcte
ctgctggceta
ggagctggaa
gtggtggact
acaaacaccg
gtggacgatt
aagctggtgg
gtgggactga

tacectaaca

43

ctaggcacce
tgetggecaga
ccgatgetge
tgaacttctg
tgatcgcectge
ccacatcece
acatcggcetg
agaaccaggc
gctectacet
ccectggact
gccacaaggt
tcgataacct
acaggtcttg
gagcctacct

ccacatcctt

agctggcace
tgeegetetg
ttacecetget
cagccgccac
ttgegtgeca
caacctgggc
ccccaacace
cagcctgtge
gtcccaggge
gtactacgtg
gcagggatgg
ggccctgacce
gagccagctg
gcacggegeca

cggactgttt

60

120

180

240

480

540

600

660

720

780

840

900

930



atggagtacg
gcecegegect
ctggcecgecg
tceccagget
ccagcaggcc
ctgctgateg
accggcggec
tactacgtgt
gtgteectgg
ctgaccgtgg
ggcagactgce
agggcccgec

acacctgaga

<210> 22
<211> 1389
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 22

cctetgacge
gcegegtget
cctgegecgt
ctgcegecag
tgetggacct
acggccccct
tgagctataa
tcttecaget
cectgeaccet
acctgecace
tgcacctgte
acgcatggeca

tceccagecagg

ES 2 841 300 TS5

cagcctggat
gcectgggee
gttecectggea
cccteggetg
gaggcaggga
gtecctggtac
ggaggataca
ggagctgagg
gcageccectg
agccagcetcece
tgceggacag
gctgacccag

cetgectage

ccagaggece
ctggtggeeyg
tgtcecttggg
agagagggac
atgtttgcee
tetgatectg
aaggagctgyg
agagtggtgg
cggagcgecg
gaggcaagga
aggctgggag
ggagcaacag

ccacggtcecg

44

cttggecace
gcctgttatt
ccgtgagegg
cagagctgtc
agctggtgge
gectggecgg
tggtggccaa
caggagaggg
caggagccgo
attccgecett
tgcacctgea
tgetgggect

agtga

tgecaccaagg
actgctgetg
agccagagcc
cccagacgat
ccagaacgtg
cgtgtetetg
ggccggegtyg
ctectggaagce
cgecctggee
cggctttcag
caccgaggcce

gttecgegtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

765



atgctgecett
gagatgaagt
cctacagaga
gagaagggcg
ggcceegtgg
agaggactgt
ccatcecggea
ggacctaagg
accggaccaa
gceegetggee
ggcctgaagg
cactgacteeg
gaggtggect

aggcctgete

caggtgaccc
tttgecaage
teecaggatg
aaggagctgg
cccaccttta
aagccccagg
atggagaaca
cgectgageg
gagctgtect

tgggagtga

<210> 23
<211> 1389
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

teetgtecat
ctectgageca
acggectgece
accccggact
gacctaaggg
ctggaccacce
agcagggaaa
gagaagtggg
agggagagag
cagccggace
gagacagagg
ccgctetgag
tecteccacta

tgaccatcac

ccgtgtcteca
tgetggcetaa
gagceaggaag
tggtggatag
caaacaccgg
tggacgattt
agetggtgga
tgggcctgag

accctaacac

ES 2 841 300 TS5

gctggtgetg
gcgcagegtyg
aggaagggac
gcctggacca
agagaacgga
tggactgcca
catcggacca
cgccccagga
gggagccece
cgetggecct
cgtgecegga
acagcagatg
ccagaaggcc

cacatctcca

catcggatge
gaaccaggcce
ctectaccetg
cccaggectg
acacaaggtg
cgacaacctg
tagatcctgg
ggcttacctg

cacatcttte

ctggtgeage
cctaacacct
ggaagagatg
atgggactga
tccgectggag
ggaatcccag
cagggaaagce
atgcagggct
ggagtgcagy
cagggagcce
gatcggggca
gaggctcotga
gctetgttte

aacctgggca

cctaacacca
agcctgtgea
tetcagggec
tactacgtgt
cagggatggg
gccctgaceg
agccagetge
cacggagctce

ggcctgttte

45

cactgggcaa
gcacactggt
gaagggaggg
gcggcctgea
agccaggacc
gaccagctgg
ctggaccaaa
ctacaggagce
gageccccetgg
ceggetetag
tcaagggaga
agggcaaget
ctgacggaag

caagagagaa

cacagcaggg
acaccacact
tgeggtacga
tcectggaget
tgagcctggt
tggagctgtt
tgctgctgaa
aggacgctta

tggtgaagce

cctgggagece
catgtgctce
accaagggga
gggaccaacc
taagggagag
caaggaggga
gggagaggct
taagggcagc
caacgctgga
gggaccacca
gagcggectg
gcagcggctg
gacagagccc

caacgccgat

cagccecgtg
gaactggcac
ggaggacaag
gaagctgtcece
gctgcaggct
tcettgetet
ggctggacac
cagggattgg

agacaacccc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1389



atgctgetgt
gccgagatga
agcagcegtgg
ggcgagaagg
gceggecoeg
gataceggece
ggecctetgg
gccggeccca
ctggceggac
ggcgcageag
ccaggectga
ctgccagatg
ctgecaggeceg
tgggcegtga
ggaccagage
gccecagetgg
ccaggectgg

ctggtggtgg

gtggcaggag
gccgcaggag
cgcaattceg
ggagtgcace
acagtgctgg

tecegagtga

<210>24
<211> 522
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 24

teetgetgte
agacctattce
agtctggect
gcgacecctgg
tgggacctaa
ctteceggace
gcaagcaggg
agggcgaagt
ctaagggcga
gatctgeegg
agggcgacaa
tggccteect
ccttetetca
gcggageeceg
tgagecccaga
tggcecagaa
ccggegtgte

ccaaggceegg

agggatccgg
ccgccgecct
cctteggett
tgcacaccga

gcetgtttag

ES 2 841 300 TS5

cgeecctggtg
tcaceggaca
gccaggaagg
cetgecagga
gggcgacaac
acctggacca
caatatcgge
gggcgcecect
gagaggcgtyg
agcaatggga
gggcatccca
gcgccageag
gtacaagaag
ggccteecca
cgatccagea
tgtgetgetg
cotgaccgge

cgtgtactac

atctgtgage
ggccctgacce
tcagggcegyg
ggceegggee

ggtgacacct

ctgectgacce
atgccaageg
gacggaaggg
gcagcaggac
ggaagcgtgg
ccaggcegtge
ccacagggca
ggcatgecagyg
cctggagaga
ccccagggea
ggcgataagyg
gtggaggccce
gtggagetgt
ggctetgeeg
ggcctgetgg
atcgacggece
ggcctgtett

gtgttcttee

ctggecetge
gtggacctgce
ctgectgeace
agacacgcct

gagatcccag

46

agcctotggg
cctgcacact
atggaaggga
aggcaggaat
gagagccagg
ctggeccage
agcccggece
gaagcgeegg
ggggcgtgee
gccctggege
gagcaaaggg
tgcagggcca
tteccaaacgg
ccagccctag
acctgagaca
cactgtectg
ataaggagga

agctggaget

acctgcagee
cacctgectc
tgtctgecgg
ggcagctgac

ccggectgee

ctacctggag
ggtcatgtge
gggacctaga
gcceggecag
accaaagggce
cggcagggag
taagggcgag
agcccgegge
aggaaacaca
caggggccct
agagagcggc
ggtgcagcac
cgcectgecace
gctgegegag
gggaatgttce
gtactctgat
tacaaaggag

gaggagagtg

cctgeggtee
tagcgaggca
acagagactg
ccagggagca

aagccccege

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1389



10

15

atggaggaga
tggctgctgt
tacacaagece

tccaagtgge

aagtacatca
cagacactga
ggcgacaaca

tggggaatca

<210> 25
<211>600
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25

atgaccctge
ccaaagatgt
gcccagagaa
tgecagetttt
atggccaagt
gtgaacaagqg
ggccaggtgg
aagaacaagg

acatacgagce

ctgaagaaca

<210> 26
<211> 1164
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 26

tgectctgag
gcatcgtgge
tgaagccaac
acatgacatc
gcagagegyg
aggataacge
tgaacgattt
tctacctgaa

tectgatgece

acccaagccce
gcctgageca
gcteetggaa
cctggetgat
ttggeectet
tgagcgactg
cccccaacge

atatgatcca

tgcacgtggg

atacatattg

ES 2 841 300 TS5

ggagagctcce
tctgctgcetg
cgccategag

cecccaagect

cectttegtg
tcagatcctg
gttcaactce

agatctgece

catcacatgce
cctggagaat
gctgtggetg
cttcatcttt
gccatccaag
gaagctggag
caattacaac
gaccctgaca

cgacaccatc

gggcatcatc

ccacagaggg
atgctgectgt
tecetgtatgg

cactgcgtga

gtgcagatct
cccatecggeg
aaggatcaca

tttatetcett

gagttectgt
atgcceoctgt
ttetgetcta
ctgcagetgg
tggcagatgg
atcctgecaga
gacgtggcce
aataagtcta

gacctgatct

ctgetggeca

47

ccgagagatg
gctctctggg
tgaagttega

acaccacatc

acaagaagaa
gagtgtacga
tccagaagac

ga

tttectacege
cccactcteg
tcgtgatget
agacagccaa
cctetagega
acggecctgta
ctttcgaggt
agatccagaa

tcaacagcga

acccceagtt

caagaagagc
caccctgatc
gctgtetage

tgacggaaag

cgacgtgetg
gctgecacget

caacacatac

cctgatcage
gacacaggga
gctgttectg
ggagececttge
gceceettge
cctgatctat
gcggetgtat
cgtgggegge

gcaccaggtg

tatctcctga

420

480

522

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

atgectgecett
gagatgaaga
cctacegaga
gagaagggcg
ggcccegtgg

aggggactgt
ccatcecggea
ggaccaaagg
acaggaccaa
gcegetggee
ggcctgaagg
ccagacagcg
gaggtggcett
accgccateg
tctcccaage
ggcacctace
gceccttteg
tttcagatcce
aagttcaact

ccagatctge

<210> 27

<211> 1152

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

atgctgcectgt
gccgagatga
agcagegtgg

ggcgagaagg

tectgtetat
gcctgtecca
acggectgee
acccaggact
gacctaaggg
ccggaccace
agcagggaaa
gagaagtggg
aaggagagag
cagccggace
gcgacagggg
ccgetetgag
tcteccacta
agtcctgeat
ctcactgcgt
tgatctacgg
tggtgcagat
tgccaatcgg
ctaaggatca

cctttatcag

tcectgetgte
agacctatte
agagcggcect

gcgaccctgg

ES 2 841 300 TS5

getggtgetg
gagatcegtg
aggaagggac
gectggacca
agagaacgga
tggactgect
catcggacca
cgctectgga
gggagctccce
cgctggecct
cgtgccagga
acagcagatg
ccagaaggcc
ggtgaagttt
gaacaccaca
ccaggtcatce
ctacaagaag
cggagtgtac
catccagaag

ctga

tgccetggtg
ccaccgeaca

gccaggaagg

cectgecagga

ctggtgcage
cccaacacct
ggaagagatg
atgggactga
agcgccggag
ggaatcccag
cagggaaagc
atgcagggcet
ggagtgcagg
cagggagccce
gataggggca
gaggccetga
gctctgtttc
gagctgagcet
tctgacggca
ccegtggaca
aacgacgtge
gagctgecacg

accaacacat

ctgctgacce
atgecttctg
gacggaagag

gcageaggac

48

cactgggcaa
gcacactggt
gaagggaggg
gcggectgea
agccaggacc
gaccagctgg
ctggaccaaa
ccaccggage
gagcccctgg
caggcagcag
tcaagggaga
agggcaagct
cagatggcag
cctctaagtg
agctgaagat
agaagtacat
tgcagacact
ctggcgacaa

actggggcat

agccactggg
cctgcacact

atggaaggga

aggcaggaat

cctgggagee
catgtgctcet
acctegggga
gggaccaaca
taagggagag
caaggaggga
gggagaggct
caagggctct
caacgctgga
gggaccaccce
gtctggectg
gcagcggetyg
cctgaagccc
gcacatgaca
cctgcagagc
caaggataac
gatgaacgat
catctacctg

catcctgatg

ctacctggag
ggtcatgtge
gggacccaga

gccaggecag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1164

60

120

180

240



10

15

gccggececg
gataceggece
ggacctctgg
gccggececa
ctggeceggac
ggcgcageag
ccaggectga
ctgccagacg
ctgcaggccg
aaggagccct
gagcccectt
tacctgatct
gtgcggetgt
aacgtgggag
gagcaccagg

tttatctect

<210> 28

<211> 597

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 28
atggagggeg
ttcaagtgga
ctgtgettta
cagaggctga
aagaacgagt
ctgtacatca
cgggaggatce
acagtggtgg
acactgtgeg
ggctactgtg

<210> 29

<211> 552

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 29

tgggecctaa
cttetggace
gcaagcaggg
agggcgaagt
ctaagggcga
gatctgccgg
agggcgacaa
tggceteect
ccttcagcca
gcatggccaa
gcgtgaacaa
atggccaggt
ataagaacaa
gcacctacga
tgctgaagaa

ga

agggagtgca
agaagaccct
tctacgtgtg
gaggagctgt
accagacaat
tctacctgaa
acaacccaat
ccagectgge
agcacctgca

ctecagaggg

ES 2 841 300 TS5

gggcgacaat
acctggacca
aaacatcgga
gggcgcecct
gcgeggegtg
agcaatggga
gggaatcect
gaggcagcag
gtacaagaag
gttcggececca
ggtgagcgat
ggcccccaac
ggatatgatc
gctgeacgtg

caatacatat

geccctggat
gcggetggtyg
cctgeagetg
gaccaggtge
ggaggtgcag
gggatcctte
ctctatccce
ttttaaggac
gatcaacgac

atcttaccac

ggatccgtgg
ccaggegtge
ccacagggca
ggcatgecagg
cctggagaga
ccacagggca
ggcgataagyg
gtggaggcce
gtggagctgt
ctgcccagea
tggaagctgg
gccaattaca
cagaccctga
ggcgacacaa

tggggcatca

gagaacctgg
gtgtctggaa
agctcectcte
gaggacggac
aacaacagcg
tttcaggagg
atgctgaacg
aaggtgtacc
ggagagctga

agcacagtga

49

gagagccagg
ctggaccage
agccaggecc
gatccgecgg
ggggcgtgee
gccecggege
gagcaaaggg
tgcagggaca
ttccaaatgg
agtggcagat
agatcctgca
acgacgtggc
caaataagtc
tcgacctgat

tcetgetgge

agaacggcte
tcaagggcge
ccgccaagga
agctgttcat
tggtcatcaa
tgaagatcga
acggcaggag
tgaccgtgaa
tecgtggtgeca

accaggtgee

accaaagggc
aggaagagag
taagggcgag
agecaggggc
aggaaataca
cagaggccct
agagagcggce
ggtgcagcac
cgagacagcc
ggcctctage
gaacggcctg
cccttttgag
taagatccag
cttcaacage

caacccccag

ccggectege
cggaatgctg
tcccectate
cagctcctac
gtgtgatggc
cctgeacttt
aatcgtgtte
cgccccagat
gctgaccect

cctgtga

300

360

420

480

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1152

60

120

180

240

300

360

420

480

540

597



10

atggagaggg
aggaacaagc
acctacatct
agcatcaagg
aaggaggacg
tacctgatcet
aaggacgagg
gccagectga
gacgatttecc

tgegtgetgt

<210> 30

<211> 1215

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 30

<210> 31

atgctgecceccet
gagatgaagt
cccaccgaga
gagaagggcg

ggccccgtgg

cctteeggea
ggaccaaagqg
acaggaccta
gctgetggac
ggcctgaagg
ccagattceg
gaggtggett
gccaaggatc
ctgttcatca

gtcatcaagt

aagatcgacc
ggcaggagaa
accgtgaacg
gtggtgcage

caggtgeccte

tgcagecccect
tgctgetggt
gtctgcactt
tgcagttcac
agatcatgaa
ccectgaaggg
agccactgtt
cctacaagga
acgtgaacgg

ga

tcectgtecat
ctctgagecea
acggectgece
atcctggact
gacctaaggg
ceggeoccace
agcagggaaa
gagaagtggg
agggagagag
cagctggace
gcgacagggg
ccgetectgag
tcageccacta
ctccaatcca
gctcctacaa

gtgacggect

tgcactttag
tcgtgttcac
cceccegatac
tgaccectgg

tgtga

ES 2 841 300 TS5

ggaggagaac
ggcctctgtg
ttctgeectg
cgagtataag
ggtgcagaac
ctatttttct
tcagctgaag
caaggtgtat

cggcgagcetg

gctggtgctg
gagatcecgtg
tggaagggac
gccaggacct

agagaacgga

catcggacca
cgcteccegga
gggagctcca
agctggecct
cgtgccagga
acagcagatg
ccagaaggcc
gcggetgege
gaacgagtac

gtacatcatce

agaggatcac
cgtggtggee
actgtgcgag

atactgtget

gtgggaaatg

atccagggcee
caggtgagcce
aaggagaagg
aattctgtga
caggaagtga
aaggtgcegga
ctgaacgtga

atcctgatce

ctggtgcage
ccaaacacct
ggaagagatg
atgggactga

agcgccggaqg

cagggaaagc
atgcagggcet
ggagtgcagg
cagggagcce
gataggggca
gaggccctga
gctetgttte
ggagctgtga
cagacaatgg

tacctgaagg

aacccaatct
tctetggett
cacctgcaga

ccagagggct

50

ccgeceggeo
tgggcectget
acagataccc
gctttatecet
tcatcaactg
atatcagcct
gcgtgaatte
ccacagataa

accagaatcc

ctetgggeaa
gcacactggt
gaagggaggyg
gcggectgea

agccaggacce

caggacctaa
ctaccggage
gagcceecgg
caggctctag
tcaagggaga
agggcaagct
ctgacggcag
ccaggtgcga
aggtgcagaa

gcagcttett

ccatccccat
ttaaggacaa
tcaacgacgg

cctaccacte

tagattcgag
gctgtgette
ccgcatccag
gacatcccag
cgatggcttc
gcactatcag
cctgatggtg
tacatcccetg

cggcgagttt

cctgggagece
catgtgctct
accccgggga
gggaccaaca

aaagggagag

gggagaggct
caagggcagc
caacgctgga
gggaccacca
gagcggcctg
gcagcggetyg
ctecteteca
ggatggccag
caactctgtg

tcaggaggtg

gctgaacgac
ggtgtacctg
cgagctgatc

tacagtgaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

552

60

120

180

240

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1215



10

15

<211> 1170
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 31

atgctgctgt
gccgagatga
agcagcgtgg
ggcgagaagg
gccggceccag
gataceggece
ggaccactgg
gcaggaccaa
atggceggec
ggcgocgecg
ccaggcectga
ctgeccagacg
catgecaggeceg
cgctacccac
tttatectga
atcaactgeg
atctctctge
gtgaacagcc
acagataata

cagaatcceg

<210> 32

<211> 969

<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 32

tcctgetgag
agacctattce
agtceggect
gcgacccegg
tgggecccaa
ccteeggece
gcaagcaggg
agggagaagt
ccaagggcga
gctcecegecgyg
agggcgacaa
tggceteect
ccttecageca
ggatccagag
catctcagaa
atggcttcta
actatcagaa
tgatggtggc
catctctgga

gcgagttttg

ES 2 841 300 TS5

cgccetggtg
ccacagaaca
gccaggaagg
cctgectgga
gggcgacaac
cectggecca
caatatcgga
gggegeecct
gagaggegtg
cgccatggga
gggaateccct
gcggcageag
gtacaagaag
catcaaggtg
ggaggacgag
cectgatcage
ggatgaggag
ctccctgace
cgattteccac

cgtgetgtga

ctgctgacce
atgecttctg
gacggcagag
gcagcaggec
ggcagcgtgg
cccggegtge
cctcagggcea
ggcatgcagg
cccggegaga
cctecaggget
ggcgataagg
gtggaggcce
gtggagetgt
cagttcaccg
atcatgaagg
ctgaagggcet
cctetgttte

tacaaggaca

gtgaacggcg

51

agccactggg
cctgcacact
atggcaggga
aggccggeat
gcgagecegg
caggaccagc
agcctggacce
gatctgecegg
ggggcgtgec
ctecaggage
gagcaaaggg
tgcagggcca
ttectaatgg
agtataagaa
tgcagaacaa
atttttecca
agctgaagaa
aggtgtatct

gcgagetgat

ctacctggag
ggtcatgtge
gggccceagg
gccaggecag
ccctaaggge
aggaagggag
aaagggagag
agccegggge
tggcaacaca
cagaggccct
agagagcggce
ggtgcagcac
cgtgtctcac
ggagaagggc
tagecgtgate
ggaagtgaat
ggtgagatct
gaacgtgacc

cctgatccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1170



atgcagctga
ctgcacgtga
ctgtgegeeg
tcatgcatcg
attgagaatc
gtggactcaa
ttcagectgt
tttatgaaca
gcagccaact
cggacatata
accacagaca
ctggggctgt
ctgtgctgeg
tcectttaceg
ctggtgccag
aggacccgece

catgcttga

<210> 33
<211> 909
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 33

agtgtccatg
gcteeggett
cttcegeaga
acccacaccg
ccgaagtgte
gctataaaaa
acctgaaaaa
ctgcaaccga
ttagcactce
cttgcatgtc
atagtctgat
atgacgtgat
tggagaacgt
gcaacaatac
tgetggecegt

ctecaccgete

ES 2 841 300 TS5

cttegtgtee
ctttagegge
gactgaagte
acggcattte
agtcacctac
tagggggcac
tgtgaccect
actggtgaag
tgtgatctct
taagaacgga
tgataccgcet
ctctactctg
ggccctgcac
aaagaatcct
cetggetgea

atacactgga

ctgggaacaa
ctggggetgt
ggagccatgg
aacctgtcectg
tatctgectt
ctgtecetgg
caggacacac
attctggagg
accagtgatt
taccccgaac
ctgcagaaca
cggctgeccat
cagaatatca
caggagacac
gcagettteg

cctaagacceg

52

gacagccecgt
ttetgetget
tgggcagtaa
gcetgtacgt
acaagagcce
attctatgaa
aggagttcac
aagtggtccg
cctetaatee
ctaatctgta
atacagtcta
ggaccagtag
cctcaattag
ataacaatga
tgtettttat

tgcagetgga

ctggaagaaa
gctgtctagt
cgtggtectg
gtattggcag
agggatcaac
gcagggaaac
ttgtecgegte
gctgagagte
aggccaggag
ttggatcaac
cctgaacaag
aggagatgtg
ccaggctgag
actgaaagtg
catctacaga

actgacagac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

969



atgegtctgg
caggagaagg
gaagggtccc
accgtggtca
cggaacagag
tttaatgtga
ggatttcagg
cctgtggtcea
atcaacggcet
gatcaggcac

agcgtcectge

ctgctgeage
aagattaccg
gctgtgetgt
tgtectgecage

catgtctaa

<210> 34
<211> 1574
<212> ADN

<213> Mus musculus

<400> 34

gttcacctgg
aagteocggge
ggttegacct
cataccacat
ccctgatgte
caccacagga
aggtgctgag
gcgcaccaca
acccccgece
tgcagaacga

gtattgccag

agaatctgac
aaaaccccegt
gcetgetggt

actcttatge

ES 2 841 300 TS5

taetgetgttt
tatggtegga
gaacgatgte
cactcagaac
ceectgetgge
tgagcagaaa
tgtcgaagtg
tagceceetcet
taacgtgtac
caccgtgttt

gaccccatct

agtggggagce
gagtacaggce
ggtcgtgget

cggtgcttgg

ctgetgtttt
agtgacgtgg
tacgtgtatt
teccageetgg
atgctgcggg
ttccattgee
actctgecacg
caggacgage
tggattaaca
ctgaatatge

gtgaacatcg

cagactggta
gagaagaacg
gtcgecaattg

gcagtgagtc

53

caagtctgeg
agctgtcatg
ggcagaccte
aaaatgtgga
gagacttctc
tggtcetgte
tecgecgetaa
tgacctttac
agactgacaa
gaggactgta

ggtgctgtat

atgacatcgg
cagccacatg

gctgggtgtyg

cagagactga

tgctgatact
cgettgtece
tgagagtaag
ttcaaggtat
tctgagactg
acagtcccetg
tttecteegtg
atgtacttcc
tagecctgetg
cgatgtggtc

tgagaacgtc

cgagagggat
gtcaatcctg
ccgegategg

actgaccgge
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cttaagatgg
actggggaca
tcectgggeg
ggaaacacat
tacaaggtgt
acagatttca
ttccagggat
gccgatgctg
ggtggcggag
gccagegtga
tgggtgaage
ggcgacacct
agctccacceg
tgtgctaggt
tccacageca
tgcaagccat
cccaaggacg
agcaaggacg
gcccagacac
cccatcatge
gcttttectg
caggtgtaca

tgtatgatca

cctgecgaga
tacagcaagce
gtgctgcacg
aaatgaggcg

<210> 35

<211> 1484

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 35

aaactgatac
ttegacggge
accaggccag
acctggagtg
ccaacaggtt
ccctgaagat
cccacgtgece
ctccaaccgt
ggtctgagge
agatgtcctg
agagccacgg
cttacaacca
cttacatgga
actacggaag
agaccacacc
gcatctgtac
tgctgaccat
atccagaggt
agccaaggga
accaggactg
ctccaatcga
ccatcectce

cagacttctt

actacaagaa
tgaacgtgeca
aaggtctcca

cgcc
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tetgetgete
tgacattgtg
catctecctge
gtatctgecag
cagcggegtg
cagcagggtg
ttacaccttt
gtctggaagc
taagectgcag
taaggcttct
caagtcectg
gaagtttaag
gctgaacage
ctggttegee
cectagegtg
cgtgcccgag
cacactgacc
gcagttectcee
ggagcagtte
gctgaacgga
gaagaccatc
acccaaggag

tcccgaggat

cacccagceca
gaagtctaac

taatcaccac

tgggtgetge
atgacccaga
cggagetcee
aagcctggee
cctgaccget
gaggctgagg
ggcggaggcea
ggaggcgggg
gagagcggec
ggatacacct
gagtggatcg
ggcaaggcca
ctgacatccg
tactggggcee
taceccectgg
gtgagcagceg
cctaaggtga
tggtttgtgg
aactccacct
aaggagttca
tctaagacaa
cagatggcta

atcacagtgg

atcatggaca
tgggaggctg

accgaaaaga

54

tcetetgggt
ccacactgag
agtctategt
agtccccaaa
tttectggaag
acctgggagt
caaagctgga
gttctggagg
ccgtgetggt
tcacagacta
gagtgatcaa
ccctgacagt
aggattctge
agggaacact
ctectaggte
tgttcatctt
catgcgtggt
acgatgtgga
ttagatcegt
agtgcegggt
agggccgece

aggataaggt

agtggcagtg

cagatggcte
gcaacacctt

gcctcagtca

gcetggtteca
cctgeecgtg
gcacagcaac
gctgcetgatce
cggctecgga
gtactactgce
gatcaagaga
cggtgggage
gaagcctgga
ctacatgaac
cccttacaac
ggataagtct
cgtgtactac
gatcacecgtg
tagcagaggce
tccacccaag
ggtggatatc
ggtgcacacc
gtetgagetg
gaactccgee
aaaggctcca
gagcctgacc

gaacggacag

ttacttegtg
cacctgeage

cagcecctggg
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cttaagatgg
accggcgata
gcaacactgt
cagaagccag
attccagaca

ctggagcceg

agtggaggcg
ggccggagece
cactgggtcce
ggcaacaaca
tccaaaaata
tattgcgcaa
accgtgteet
gggccatccg
cctgaagtcea
tggtacgtgg
aatagcacat
aaagagtata
tccaaggcta
gaaatgacca
attgcagtgg
gtgctggaca

tggcageagg

acacagaagt

<210> 36

<211> 632
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor CMV

<400> 36

aaactgacac
tcgtgetgac
cttgtagage
gccaggcace
ggttctetgg

aagacttcge

ggggatcaca
tgeggetgag
ggcaggcace
agtattacgc
cactgtacct
gaaccgggtg
ctgataagac
tgttcctgtt
cttgegtggt
atggcgtcga
atcgagtcgt
agtgcaaagt
aaggccagce
agaaccaggt
agtgggaaag
gcgatggete

ggaacgtctt

ctectgagtet
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cetgetgetg
ccagtctcct
cagccagtcet
caggctgcetg
aagtggctca

cgtgtactat

ggtccagctg
ctgcgeeget
agggaaggga
tgattccgtg
gcagatgaac
gctgggacce
acacacatgc
tccacccaag
cgtggacgtg
ggtgcataat
gtccgtectg
gagcaataag
cagggaacct
gagcctgacce
caatggacag
cttectttetg

tagctgttee

gtcaccegge

tgggtectge
ggcacactga
gtgggaaget
atctacggag
gggaccgact

tgccagecagt

gtggaaagcg
tcaggattca
ctggagtggy
aaagggaggt
agcctgeggg
ttcgactatt
ccteccetgte
cctaaagaca
agtcacgagg
gccaagacca
actgtgcectge
gcactgectg
caggtgtaca
tgtctggtga
cccgaaaaca

tattctaage

gtgatgecatg

aaatgaggcg

55

tgetgtgggt
gtectgtcace
cctacetgge
ccttcageeg
tcaccctgac

acggctctag

gcgggggagt
cattttcaag
tgaccttcat
ttaccattag
ccgaggatac
ggggccaggg
ctgcaccaga
ccctgatgat
atccagaagt
aacctegega
atcaggattg
ccccaatecga
ctectgectee
aagggttcta
attacaagac
tgactgtgga

aggctectgea

cgee

gcetggatce
aggggagcga
ttggtatcag
ggccactgge
catcagcega

tcettggact

ggtccagcca
ctataccatg
cagctatgac
ccgcgacaac
tgctatctac
gactctggtc
gctgetggge
cagccggaca
caagtttaac
ggaacagtac
gctgaacgge
gaaaacaatt
aagtcgcgag
tccatcagac
cacaccccect
taaaagtege

caatcattac

60
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180

240
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1380

1440
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gttgacattg attattgact agttattaat agtaatcaat tacggggtca ttagttcata 60
gcccatatat ggagttcege gttacataac ttacggtaaa tggcccgeet ggctgaccge 120
ccaacgacce ccgceccattg acgtcaataa tgacgtatgt tcccatagta acgccaatag 180
ggactttecca ttgacgtcaa tgggtggagt atttacggta aactgecccac ttggcagtac 240
atcaagtgta tcatatgcca agtacgecccc ctattgacgt caatgacggt aaatggcccg 300
cectggeatta tgeccagtac atgaccttat gggactttece tacttggeag tacatctacg 360
tattagtcat cgctattacc atggtgatgc ggttttggca gtacatcaat gggcgtggat 420
agcggtttga ctcacgggga tttccaagte tccaccccat tgacgtcaat gggagtttgt 480
tttggcacca aaatcaacgg gactttccaa aatgtcgtaa caactccgec ccattgacge 540
aaatgggcegg taggegtata cggtgggagg tcetatataag cagagetete tggetaacta 600
gagaacccac tgcttactgg cttatcgaaa tt 632

<210> 37

<211> 394

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor RSV

<400> 37
tgtacgggece agatatacge gtatctgagg ggactagggt gtgtttagge gaaaagcggg 60
gctteggttg tacgeggtta ggagtccect caggatatag tagttteget tttgeatagg 120
gagggggaaa tgtagtctta tgcaatacac ttgtagtctt gcaacatggt aacgatgagt 180
tagcaacatg ccttacaagg agagaaaaag caccgtgcat gececgattggt ggaagtaagg 240
tggtacgatc gtgccttatt aggaaggcaa cagacaggtc tgacatggat tggacgaacc 300
actgaattcc gcattgcaga gataattgta tttaagtgec tagcectcgata caataaacge 360
catttgacca ttcaccacat tggtgtgcac ctcc 394

<210> 38

<211> 188

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> poliA de BGH

<400> 38
ctgtgcctte tagttgeccag ccatctgttg tttgecceccte ccecegtgect tecttgacce 60
tggaaggtge cactcccact gtecctttect aataaaatga ggaaattgea tegeattgte 120
tgagtaggtg tcattctatt ctggggggtyg gggtggggca ggacagcaag ggggaggatt 180
gggaagac 188

<210> 39

<211> 249

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<223> poliA tardio de SV40

<400> 39
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gacatgataa gatacattga tgagtttgga

tgetttattt gtgaaatttg tgatgctatt

ctttatttgt aaccattata agctgcaata

ttatgtttca ggttcagggg gaggtgtggg

aatgtggta

<210> 40
<211> 345
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> promotor potenciador de SV40

<400> 40

gctgtggaat
tatgcaaagc
agcaggcaga
aactccgecce

actaattttt

gtagtgagga

<210> 41
<211> 99
<212> ADN

gtgtgtcagt
atgcatctca
agtatgcaaa
atccegeccee
tttatttatg

ggettttttg

<213> Secuencia artificial

<220>

tagggtgtgg
attagtcagc
gcatgcatct
taactcecgece
cagaggccga

gaggcctagg

<223> poliA de beta-globina de conejo

<400> 41

caaaccacaa
gctttatttg
aacaagttaa

aggtttttta

aaagtcccca
aaccaggtgt
caattagtca
cagttcegee
ggccgecteg

cttttgecaaa

ctagaatgca
tgaaatttgt
caacaacaat

aagcaagtaa

ggctceccag
ggaaagtccc
gcaaccatag
cattcteccge
gcctcetgage

aagct

gtgaaaaaaa
gatgctattg
tgcattcatt

aacctctaca

caggcagaag
caggctcccce
tececegecect
cccatggcetg

tattccagaa

gacctctgge taataaagga aatttatttt cattgcaata gtgtgttgga attttttgtg

tcteotcacte ggaaggacat atgggaggge aaatcattt

<210> 42
<211>723
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> GFP

<400> 42

57
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accatggtga
gacggcgacg
tacggcaagce
accctegtga
aagcagcacg
ttcttcaagg
ctggtgaacc
cacaagctgg
aacggcatca
gcecgaccact
cactacctga
gtectgetgg

taa

gcaagggcega
taaacggcca
tgaccctgaa
ccacectgac
acttetteaa
acgacggcaa
gcatcgagcet
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gcacccagte

agttegtgac
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ggagetgtte
caagttcage
gttcatctge
ctacggegtg
gteegecatg
ctacaagacc
gaagggcatc
caacagccac
caagatccge
cacccccate
cgccctgage

cgeegecggg

accggggtgg
gtgtccggeg
accaccggca
cagtgcttca
cacgaagget
cgcgecgagg
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggcec
aaagacccca

atcactcteg

<210> 43

<211> 454

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> LTR MoMuLV

<400> 43

ttaattaagt
tcagatcaag
taagcagttc
acaggatatc
agatgeggtce

aggacctgaa

gttecgegege

ccagtectec

aacgccattt
gtcaggaaca
ctgceecegge
tgtggtaage

cagcecteag

atgaccctgt
ttectgetece

gattgactga

tgcaaggcat
gatggaacag
tcagggeccaa
agttectgee

cagtttctag

gecttatttg
cgagctcaat

gtegeceget

ggaaaaatac
ctgaatatgg
gaacagatgg
ccggetecagg

agaaccatca

aactaaccaa
aaaagagccc

taag

<210> 44

<211> 1349

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Promotor EFlalfa

<400> 44

58

tgeecatect
agggcgaggg
agctgeceegt
gcegcetacce
acgtecagga
tgaagttcga
aggacggcaa
tcatggecga
aggacggcag
ccgtgetget
acgagaagcg

gcatggacga

ataactgaga
gccaaacagg
aacagctgaa
gccaagaaca

gatgtttceca

tcagtteget

acaaccccte

ggtegagetg
cgatgccace
gceetggece
cgaccacatg
gegeaccate

gggcgacace

caagcagaag
cgtgcagete
gcccgacaac
cgatcacatg

gctgtacaag

atagagaagt
atatctgtgg
tatgggccaa
gatggtccce
gggtgecccca
tetegettet

actcggggeg
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ttaattaaga
tcgttaaact
ccgetetegt
ggcagagcege
cggtgcctag
ccttttteee
ttttegecaac
tggectettt
agtacgtgat
gcggttaagy

gccgegtgeg

atgcgggeca
ccegtgegte
tcggacgggg
gtategeccece
gatggecget
agcegggcggg
catgtgactc
ggagtacgtc
agtgggtgga
ccctttttga

ttettecatt

<210> 45
<211> 481
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> poliA de HGH

<400> 45

gtaattcata
cccactaacg
catcactgag
acatcgecca
agaaggtggc
gagggtgggg
gggtttgeeg
acgggttatg
tecttgatecce
agecceoctteg

aatctggtgg

agatctgcac
ccagcgcaca
gtagtctcaa
gcecctgggeg
teecggecct
tgagtcacce
cacggagtac
gtctttaggt
gactgaagtt
gtttggatct

tcaggtgtcg
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caaaaggact
tagaacccag
gtggagaaga
cagtcceega
gcggggtaaa
gagaaccgta
ccagaacaca
gecccttgegt
gagcttcggyg
cctegtgett

caccttegeg

actggtattt
tgtteggega
gctggcegge
gcaaggctgg
gctgeaggga
acacaaagga
cgggegecgt
tggggggagg
aggccagcett
tggttcattc

tgacttaag

cgcecectgee
agatcgetge
gcatgegtga
gaagttgggy
ctgggaaagt
tataagtgca
ggtaagtgcce
gccttgaatt
ttggaagtgg
gagttgagge

cctgtetege

cggtttttgg
ggcggggect
ctgectetggt
ceceggtegge
gctcaaaatg
aaagggectt
ccaggcacct
ggttttatgc
ggcacttgat

tcaagcctca

59

ttggggaatc
gtteccegecee
ggctccggtyg
ggaggggtceg
gatgtcgtgt
gtagtcgcecg
gtgtgtggtt
acttccacge
gtgggagagt
ctggcttggg

tgctttegat

ggcegeggge
gcgagegegg
gcctggecte
accagttgeg
gaggacgegg
tcegtectea
cgattagtte
gatggagttt
gtaattctce

gacagtggtt

ccagggaccg
cctcecaccege
ccegtcagtg
gcaattgaac
actggctccg
tgaacgttct
ccecgegggec
ccetggetge
tcgaggeccett

cgetggggcec

aagtctctag

ggcgacgggg
ccaccgagaa
gcgecgeagt
tgagcggaaa
cgctegggag
gcegtegett
tcgagetttt
ccccacactg
ttggaatttg

caaagttttt

60

120

180

240
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gacgggtgge
ccagtgeeca
tcoettetata
acaacctgta
tggctcactg
ttgttgggat
cggggtttca
ccttggaote

t

atcacetgtga
ccagecttgt
atattatggg
gggeetgegy
saatctocge
tccaggcatg
ccatattggce

ccaaattget
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cacetcacca
cctaataaaa

gtggaggggy

ggtctattgg

catgaccagg
caggctggte

gggattacag

gtgectetee
ttaagttgea

gtggtatgga

gaaccaaget
caagcgattc
ctcagctaat

tccaactcct

gegtgaacca

60

tggeccetgga
tcattttgte
gcaaggggca

ggagtgeagt

Ao e e b
L oLloLgullla

ttttgttttt
aatctcaggt

ctgecteeeott

agttgecact
tgactaggtg
agttgggaag
ggcacaatct
gcctcccgag
ttggtagaga
gatctaccca

cecctgteott

420

480

481
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REIVINDICACIONES

1. Un virus del herpes simple (VHS) oncolitico que comprende: (i) un gen que codifica la GM-CSF heteréloga; v (ii)
un gen que codifica la molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora heteréloga, en donde el virus es
competente de replicacién en tejido tumoral, cada gen esta bajo el control de una secuencia de promotor, y la
molécula activadora de la via inmunitaria coestimuladora es un ligando de CD40 (CD40L), ligando de ICOS, ligando
de GITR, ligando de 4-1-BB, ligando de OX40, TL1A, ligando de CD30, CD27, ligando de flt3 o un inhibidor de
CTLA-4.

2. El virus de la reivindicacién 1, en donde el inhibidor de CTLA-4 es un anticuerpo de CTLA-4 o un fragmento del
mismo.

3. El virus de la reivindicacién 1 0 2, que ademas comprende un gen que codifica la proteina fusogénica.

4. El virus de la reivindicacién 3, en donde la proteina fusogénica se selecciona del grupo que consiste en proteina G
del virus de la estomatitis vesicular (VSV), sincitina 1, sincitina 2, proteina F del virus del simio 5 (SV5), proteina H
del virus del sarampién (MV), proteina F del MV, proteina F del virus respiratorio sincicial (RSV), una glucoproteina
del virus de la leucemia del mono gibén (GALV) que tiene el péptido transmembrana R mutado o eliminado (GALV-
R-), virus de la leucemia de murino (MLV), virus del mono Mason-Pfizer (MPMV) o virus de anemia infecciona equina
(EIAV) de los que se ha delecionado el péptido R.

5. El virus de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que codifica mas de una molécula activadora de la
via inmunitaria coestimuladora.

6. El virus de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que es:

(i) un VHS1; y/o
(ii) un VHS que:

(a) no expresa ICP34.5 funcional;
(b) no expresa ICP47 funcional; y/o
(c) expresa el gen US 11 como un gen temprano inmediato.

7. El virus de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que proviene de un aislado clinico de un virus.
8. El virus de la reivindicacién 7, en donde el aislado clinico es VHS1

cepa RHO18A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121904;
cepa RHOO4A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121902;
cepa RHO31A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121907,
cepa RHO40B que tiene el nimero de registro ECCAC 16121908;
cepa RHO15A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121903;
cepa RHO21A que tiene el nimero de registro ECCAC 16121905;
cepa RHO23A que tiene el niUmero de registro ECCAC 16121906; o
cepa RHO47A que tiene el niUmero de registro ECCAC 1612909.

9. El virus de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde:

(i) el virus es un VHS yel gen que codifica una GM-CSF un gen que codifica una molécula activadora de la via
inmunitaria coestimuladora se insertan en el locus que codifica ICP34.5, ya sea por insercién, o eliminacién
parcial o total, en una orientacién espalda con espalda en relacién entre si, cada uno bajo control regulatorio
separado; y/o

(ii) la secuencia de un gen que codifica la GM-CSF y/o la secuencia del gen que codifica una molécula activadora
de la via inmunitaria coestimuladora tiene un codén optimizado para aumentar los niveles de expresién en las
células diana.

10. Un virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que expresa:

(i) tres genes heterélogos, en donde cada uno de los tres genes heterélogos esta impulsado por un promotor
diferente seleccionado del promotor de CMV, el promotor de RSV, el promotor de SV40 y un promotor de LTR
retrovirico, en donde el promotor de LTR retroviral es opcionalmente de MMLV y/o cada uno de los tres genes
heterélogos est4 terminado por una secuencia de poliadenilacién diferente seleccionada de las secuencias de
poliadenilacién de BGH, SV40, HGH y RBG; o

(i) cuatro genes heterélogos impulsados por cada uno del promotor de CMV, el promotor de RSV, el promotor de
SV40 y un promotor de LTR retrovirico, respectivamente, en donde el promotor de LTR retrovirico es
opcionalmente de MMLYV y/o terminado por cada una de las secuencias de poliadenilacién de BGH, SvV40, HGH
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y RBG, respectivamente.

11. Una composicidén farmacéutica que comprende un virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 10 y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

12. El virus de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en un método de tratamiento del cuerpo
humano o animal mediante terapia.

13. El virus de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para su uso en un método de tratamiento del cancer.

14. El virus para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde el método comprende administrar un agente
anticancer adicional.

15. El virus para su uso de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde:

(i) el agente anticancer adicional se selecciona de un agente que se dirige a una ruta co-inhibitoria inmunitaria,
tales como un inhibidor de CTLA-4, un inhibidor de PD-1, un inhibidor de PD-L1, un inhibidor de LAG-3, un
inhibidor de TIM-3, un inhibidor de VISTA, un inhibidor de CSF1R, un inhibidor de IDO, un inhibidor de KIR, un
inhibidor de SLAMF7, un inhibidor de CEACAM1 o uno de CD47, un agente dirigido a una ruta coestimuladora
inmunitaria, tales como un agonista de GITR, un agonista de 4-1-BB, un agonista de OX40, un agonista de CD40
0 un agonista de ICOS, radiacién y/o quimioterapia, un agente que se dirige a una mutacién genética especifica
que se produce en los tumores, un agente destinado a inducir una respuesta inmunitaria a uno o méas antigeno o
antigenos tumorales o neoantigeno o neoantigenos, un producto celular derivado de células T o linfocitos NK, un
agente destinado a estimular el STING, cGAS, TLR u otra respuesta inmunitaria innata y/o ruta inflamatoria, un
segundo virus opcionalmente un virus oncolitico y combinaciones de los mismos;

(i) el agente anticancer adicional es un anticuerpo;

(iii) el método comprende administrar un inhibidor de la ruta de la indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO) y un
antagonista adicional de una ruta coinhibitoria inmunitaria o un agonista de una ruta coestimuladora inmunitaria;
(iv) el virus y el agente 0 agentes anticancerosos adicionales se administran por separado o al mismo tiempo; y/o
(v) el cancer es un tumor sélido.
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