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DESCRIPCION

Medicamento de combinacion que comprende IL-12 y un agente para el bloqueo de moléculas inhibidoras de
linfocitos T para terapia tumoral

La presente invencion se refiere a composiciones y a métodos para tratar cancer, en particular, a inmunoterapia de
enfermedades neoplasicas malignas tales como glioma, mediante la administracion de una dosis eficaz de un
polipéptido con actividad bioldgica de IL-12 y un ligando no agonista de un regulador negativo de linfocitos T, en
particular, un ligando no agonista de muerte programada (Programmed Death 1, PD-1).

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor astrocitico mas maligno. El GBM presenta un patrén de crecimiento
invasivo y destructor; es el tumor cerebral primario maligno mas comin y mas agresivo en seres humanos, que
representa el 20 % de todos los tumores intracraneales. En la mayoria de los paises europeos y en América del
Norte, la frecuencia de GBM esta en el intervalo de 3-3,5 casos nuevos por 100.000 habitantes al afio. La historia
clinica de la enfermedad es normalmente corta (menos de 3 meses en mas del 50 % de los casos) y los pacientes
diagnosticados con GBM presentan una supervivencia media de 14-18 meses, a pesar de la cirugia invasiva, de la
radiacion y de la quimioterapia. La capacidad de los gliomas para resistir a regimenes de tratamiento convencionales
es uno de los mayores retos de la neurooncologia moderna.

La interleucina (IL)-12 es el prototipo de un grupo de citocinas heterodiméricas con propiedades predominantemente
inflamatorias. La IL-12 polariza a los linfocitos T colaboradores que no se han expuesto previamente (naive) para
que adopte un fenotipo TH1 y estimula a los linfocitos T citotdxicos y a las células NK. La IL-12 se une al receptor de
IL-12 (IL-12R) que es un receptor heterodimérico formado por IL-12R-B1 e IL-12R-B2. El complejo del receptor se
expresa principalmente por los linfocitos T, pero también se ha descubierto que otras subpoblaciones de linfocitos
son sensibles a IL-12.

Se ha sugerido la aplicacion terapéutica de IL-12 en diversas en diversas entidades tumorales. Los ensayos clinicos
en pacientes de cancer, sin embargo, se tuvieron que detener debido a que la aplicacion sistémica provoco diversos
acontecimientos adversos a dosis eficaces, incluyendo victimas mortales. Aunque la investigacion en los ultimos
afios se ha centrado principalmente en diversas vias de administraciéon de IL-12, alun permanecen abiertas
cuestiones sobre el mecanismo exacto mediante el cual IL-12 ejerce sus propiedades supresoras de tumores.

PD-1 es un miembro de la extensa familia CD28/CTLA-4 de linfocitos T reguladores. PD-1 se expresa sobre la
superficie de linfocitos B, macrofagos y linfocitos T activados. PD-1(CD279; Uniprot Q15116) tiene dos ligandos, PD-
L1 (B7-H1, CD274) y PD-L2 (B7-DC, CD273), que son miembros de la familia B7.

Actualmente se estan realizando ensayos clinicos con varios anticuerpos anti-PD-L1 (por ejemplo, MDX-1105/BMS-
936559) y anticuerpos anti-PD-1 (por ejemplo, MDX-1106/BMS-936558/ON0-4538 o MK- 3475/SCH 900475 o AMP-
224).

La glucoproteina inmunoglobulina G (IgG) es una molécula efectora principal de la respuesta inmunitaria humoral en
el ser humano. Hay cuatro subgrupos distintos de IgG humana, denominados 1gG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Las cuatro
subclases presentan mas del 95 % de homologia en las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de
las cadenas pesadas, pero difieren con respecto a la estructura y a la flexibilidad de la region bisagra, especialmente
en el nimero de enlaces disulfuro intercatenarios de cadenas pesadas en este dominio. Las diferencias estructurales
entre las subclases de IgG también se reflejan en su susceptibilidad a enzimas proteoliticas, tales como papaina,
plasmina, tripsina y pepsina.

Solo se conoce una isoforma de IgG4 humana. Al contrario de la IgG1, la IgG2 y la IgG3 humanas, la IgG4 humana
no activa el complemento. Ademas, la IgG4 es menos susceptible a enzimas proteoliticas en comparacién con la
IgG2y la IgG3.

Triozzi et al., Clin Cancer Res 11 (2005): 4168-4175 desvelan la combinacion de B7.1, un ligando de CTLA-4, con un
vector de expresion virico que codifica la IL-12, ambos administrados por via intratumoral.

Sabel et al., Surgery 142 (2007), 749-760 informan del efecto antitumoral inconsistente de la IL-12 en diferentes
modelos tumorales.

En Zhong et al., Blood 106 (2005), 1061-1061 se desvela la combinacién de IL-12 con un mAb anti-CTLA-4.
Fecci et al, Clin Cancer Res 13 (2007), 2158-2167 hacen referencia al bloqueo sistémico de CTLA-4 que mejora los
cambios inducidos por el glioma en el compartimento de linfocitos T CD4+ sin afectar a la funcion de los linfocitos T

reguladores.

Liu et al., Cancer Gene Therapy 9 (2002), 9-15 hacen referencia a que la administracion sistémica de la IL-12
recombinante en varios modelos de tumores de roedores, incluyendo carcinomas, sarcomas, melanomas y linfomas,
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ha demostrado afectar significativamente sobre el crecimiento del tumor y mejorar la supervivencia.

Ascierto et al., Semin Oncol 27 (2010), 508-516 hacen referencia a que el tratamiento con el mAb anti-PD-| mejoraba
la eficacia de la inmunoterapia vacunal con células tumorales secretoras de GM-CSF al aumentar significativamente
el nimero, la fuerza medida por la secreciéon aumentada de citocinas proinflamatorias, y la duracién de la actividad
de los linfocitos T citoliticos especificos del tumor.

Mangsbo et al., J Immunother 33 (2010), 225-235 hacen referencia a que la combinacion de CpG con el bloqueo de
CTL-4 o PD-1 mejoraba la supervivencia a largo plazo y conducia a un aumento de los niveles de linfocitos T
reactivos al tumor.

El problema subyacente de la presente invencion es la provision de medios mejorados y de métodos para tratar el
cancer solido, en particular, glioma.

En el trascurso de un estudio centrado en el potencial terapéutico clinico de IL-12 en GBM de etapa avanzada en un
modelo de roedores relevante, sorprendentemente se descubrié que la combinacion de IL-12 con un bloqueo de
sefales co-inhibidoras con anticuerpo anti-PD-1 lleva a la remisién del tumor.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona un medicamento de combinacién para su uso en
la terapia de tumores sdlidos, en particular, de tumores cerebrales, en particular, glioma, que comprende

- un polipéptido de IL-12, o un vector de expresion de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica
dicho polipéptido de IL-12, y

- un ligando no agonista seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo y una
molécula similar a un anticuerpo, en donde dicho ligando no agonista es capaz de unirse a uno de PD-1, PD-L1 o
PD-L2 con una constante de disociacion de al menos 107 M, y en donde dicho ligando no agonista se
proporciona como una forma de dosificacién para administracion sistémica.

En el contexto de la presente invencion, un polipéptido de IL-12 es un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoacidos que comprende la secuencia de p35 (ID de Uniprot 29459, SEQ ID 05) o un homélogo funcional del
mismo, y que comprende la secuencia de p40 (ID de Uniprot 29460, SEQ ID 06) o un homdlogo funcional del mismo.
En una realizacion, el polipéptido de IL-12 tiene una secuencia de aminoacidos que comprende tanto secuencias de
p35 como de p40 u homologos de los mismos como parte de la misma cadena continua de aminoacidos. En otra
realizacién, el polipéptido de IL-12 comprende dos cadenas de aminoacidos diferentes, una que comprende la
secuencia de p35 y la otra que comprende la secuencia de p40. La terminologia "polipéptido de IL-12" no excluye la
presencia de secuencias que no son de IL-12, por ejemplo, secuencias de inmunoglobulina y fragmentos de la
misma, fusionadas con las secuencias de IL-12 descritas en el presente documento.

El polipéptido de IL-12 tiene una actividad bioldgica de IL-12. Una actividad bioldgica de IL-12 en el contexto de la
presente invencion es la estimulaciéon de células NK o de linfocitos T por dicho polipéptido de IL-12, mas
notoriamente la estimulacién de linfocitos T efectores que actian a través de perforina.

En una realizacion del medicamento de combinacién, dicho polipéptido de IL-12 comprende una secuencia de
polipéptido al menos el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % idéntica a la secuencia de p35 humana (SEQ ID
05) y una secuencia de polipéptido al menos el 95 %, el 96 %, el 97 %, el 98 % o el 99 % idéntica a la secuencia de
p40 humana (SEQ ID 06).

La identidad en el contexto de la presente invencion es un Unico parametro cuantitativo que representa el resultado
de una comparacién de secuencia posicién por posicion. Los métodos de comparacion de secuencia son conocidos
en la materia; el algoritmo BLAST publicamente disponible es un ejemplo.

En una realizacion, dicho polipéptido de IL-12 es una IL-12 humana recombinante. En una realizacién, dicho
polipéptido de IL-12 es una IL-12 humana sintética. En una realizacién, dicho polipéptido de IL-12 es un péptido de
fusion que comprende el fragmento cristalizable (regién Fc) de una inmunoglobulina humana. De acuerdo con una
realizacion, el polipéptido IL-12 comprende un fragmento cristalizable de inmunoglobulina G humana. Un fragmento
cristalizable en el contexto de la presente invencion se refiere al segundo y tercer dominio constante de la molécula
IgG. La region cristalizable del fragmento (region Fc) es la region de la cola de un anticuerpo de inmunoglobulina que
interactia con los receptores de superficie celular (receptores Fc) y proteinas del sistema del complemento. En
isotipos de anticuerpo IgG, la region Fc esta compuesta de dos fragmentos de proteina idénticos, que provienen del
segundo y tercer dominio constante de las dos cadenas pesadas de anticuerpo.

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido IL-12 comprende un fragmento cristalizable de inmunoglobulina
humana G4. De acuerdo con una realizacion, el polipéptido de IL-12 tiene o comprende la secuencia del SEQ ID 01.
De acuerdo con otra realizacion, el polipéptido de IL-12 comprende una secuencia al menos el 95 %, el 96 %, el 97
%, el 98 % o el 99 % idéntica a la secuencia del SEQ ID 01.
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Las realizaciones en las que las cadenas del polipéptido de IL-12 estan fusionadas a fragmentos Fc de
inmunoglobulina muestran diferentes comportamientos farmacocinéticos en comparacion con la citocina
recombinante, que para algunas aplicaciones puede conferir un beneficio.

En una realizacion, el componente del polipéptido de IL-12 del medicamento de combinacién se proporciona como
una forma de dosificacion para la administracion o el suministro local (intratumoral). Tal forma de dosificacion para la
administracion local (intratumoral) puede ser una forma de liberacion lenta o una forma de liberacion prolongada, a
partir de la cual se libera dicha IL-12 durante una serie de horas a semanas. En una realizacion, el componente del
polipéptido de IL-12 del medicamento de combinacion se administra por administracion mejorada por conveccion
(CED, del inglés convection enhaced delivery) o una variacion de la misma, por ejemplo, el dispositivo mostrado en
el documento US2011137289 (A1).

En una realizacion, el polipéptido de IL-12 se administra sistémicamente junto con el bloqueo sistémico de PD-1/PD-
L1/PD-L2.

En el contexto de la presente invencion, un ligando no agonista de PD-1 es una molécula que se une de manera
selectiva a PD-1 en condiciones que prevalecen en la sangre periférica, sin desencadenar el efecto bioldgico de la
interaccion de PD-1 con cualquiera de los ligandos fisioldgicos de PD-1, en particular, PD-L1 o PD-L2. Un ligando no
agonista de PD-L1 (PD-L2) es una molécula que se une de manera selectiva a PD-L1 (o a PD-L2) en condiciones
que prevalecen en la sangre periférica, sin desencadenar el efecto bioldgico de la interaccion de PD-L1 (PD-L2) con
cualquiera de sus ligandos fisiologicos, en particular, PD-1.

En algunas realizaciones, dicho ligando no agonista de PD-1 es un polipéptido que se une a PD-1.

Un ligando no agonista de PD-1 o un ligando no agonista de PD-L1 (PD-L2) en el sentido de la invencion se refiere a
una molécula que es capaz de unirse a PD-1 (PD-L1, PD-L2) con una constante de disociacion de al menos 107 M,
108 M" 0 10° M y que inhibe la actividad bioldgica de su respectiva diana.

Un ligando no agonista del polipéptido puede ser un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una molécula de tipo
anticuerpo o un oligopéptido, cualquiera de los cuales se une a y por lo tanto inhibe PD-1 o PD-L1 (PD-L2),
respectivamente.

Un fragmento de anticuerpo puede ser un dominio Fab o un dominio Fv de un anticuerpo, o un fragmento de
anticuerpo de cadena simple, que es una proteina de fusion que consiste en las regiones variables de las cadenas
ligeras y pesadas de un anticuerpo conectado mediante un enlazador peptidico. El inhibidor también puede ser un
anticuerpo de dominio Unico, que consiste en un dominio variable aislado de una cadena pesada o ligera.
Adicionalmente, un anticuerpo también puede ser un anticuerpo de cadena pesada que consiste solo en cadenas
pesadas tales como los anticuerpos hallados en camélidos. Una molécula de tipo anticuerpo puede ser una proteina
de repeticion, tal como una proteina de repeticion de ankyrina disefiada (Molecular Partners, Zurich).

En particular, un ligando no agonista de PD-1 o un ligando no agonista de PD-L1 o un ligando no agonista de PD-L2
no lleva a una actividad atenuada de linfocitos T cuando se une a PD-1, PD-L1 o PD-L2, respectivamente, en la
superficie de un linfocito T. En determinadas realizaciones, la expresion "ligando no agonista de PD-1" abarca tanto
antagonistas de PD-1 como ligandos que son neutros ante la sefalizacion de PD-1. En algunas realizaciones, los
ligandos no agonistas de PD-1 usados en la presente invencion son capaces, cuando se unen a PD-1, de bloquear
de manera estérica la interaccion de PD-1 con sus compafieros de uniéon PD-L1 y/o PD-L2.

En algunas realizaciones, dicho ligando no agonista de PD-1 es una gamma inmunoglobulina que se une a PD-1, sin
desencadenar la respuesta fisioldgica de la interaccion de PD-1 con sus comparieros de union PD-L1 y/o PD-L2.

En algunas realizaciones, dicho ligando no agonista de PD-L1 es una gamma inmunoglobulina que se une a PD-L1
(PD-L2), sin desencadenar la respuesta fisiologica de la interaccion de PD-1 con sus compaferos de union PD-L1
y/o PD-L2.

Son ejemplos no limitantes de ligandos de PD-1/ PD-L1 o PD-L2 los anticuerpos MDX-1105/BMS-936559, MDX-
1106/BMS-936558/ON0O-4538, MK-3475/SCH 900475 o AMP-224, actualmente en desarrollo clinico.

El término "gamma inmunoglobulina" en este contexto pretende abarcar tanto moléculas de inmunoglobulinas
completas como fragmentos funcionales de las mismas, en donde la funcion es la unién a PD-1 o PD-L1 (PD-L2) tal
como se describe anteriormente.

En una realizacién, la terapia de combinacion comprende dos formas de dosificacién diferentes, en donde dicho
polipéptido de IL-12 se proporciona como una forma de dosificacion para la administraciéon intratumoral o la
administracion local en las proximidades del tumor, y dicho ligando no agonista de PD-1 se proporciona como una
forma de dosificacion para la administracion sistémica, en particular, mediante inyeccién intravenosa. Sin embargo,
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dicho ligando no agonista de PD-1 también se puede aplicar localmente del mismo modo que el polipéptido de IL-12.
De acuerdo con ofra realizacion, el polipéptido de IL-12 se aplica directamente al nddulo linfatico que drena el tumor.

De acuerdo con otra realizacion, la terapia de combinacién comprende una forma de dosificacion mediante la cual
dicho polipéptido de IL-12 se proporciona para la administracion intracraneal, por ejemplo, mediante inyeccion.

De acuerdo con otro aspecto de la invencién, se proporciona un medicamento de combinacién tal como se expone
anteriormente, para su uso en un método de terapia de una enfermedad neoplasica maligna, en particular, lesiones
de cancer solido. En una realizacion, la neoplasia maligna es glioma. En una realizacioén, la neoplasia maligna es un
tumor cerebral secundario (metastasis cerebral de una lesién neoplasica que se origina fuera del cerebro). En una
realizacion, la enfermedad es glioblastoma multiforme. En una realizacion, la neoplasia maligna es meningioma. En
una realizacion, la neoplasia maligna es melanoma. En una realizacion, la neoplasia maligna es cancer de pancreas.
En una realizacion, la neoplasia maligna es cancer de pulmén. En una realizacion, la neoplasia maligna es cancer de
prostata. En una realizacion, la neoplasia maligna es cancer de vejiga.

Las lesiones cancerosas son propensas a expandirse en el tejido préoximo, asi como en distintas localizaciones en el
cuerpo, dependiendo de su origen. El 20-40 % de todos los canceres desarrollan metastasis cerebral; entre ellos, el
cancer de mama y de piel (melanoma) son las fuentes mas comunes de metastasis cerebral (Sofietti et al., J Neurol
249, 1357-1369 (2002)). De manera similar a los tumores cerebrales malignos primarios, las metastasis cerebrales
tienen un prondstico malo a pesar del tratamiento y son rapidamente letales. Los linfocitos T son la poblacion de
células efectoras cruciales para el rechazo del tumor mediado por IL-12 en el cerebro. El tratamiento de combinacién
de IL-12 junto con anti-PD-1, anti-PD-L1 o anti-PD-L2 se dirige especialmente a los linfocitos T para activarlos y
repolarizarlos. Dado que la metastasis cerebral crece en el mismo compartimento inmunoldgico que los tumores
cerebrales primarios, los pacientes que padecen tumores cerebrales secundarios también se benefician del
tratamiento de combinacion.

En una realizacion, el medicamento de combinacion comprende un polipéptido de IL-12 que tiene una actividad
bioldgica de IL-12 proporcionada como una proteina de fusidon que comprende la secuencia de aminoacidos de la
p40 humana, la secuencia de aminoacidos de la p35 humana y el fragmento cristalizable de la IgG4 humana,
formulandose dicho polipéptido de IL-12 como una forma de dosificaciéon para la administracién intratumoral. De
acuerdo con esta realizacion, el medicamento de combinacién comprende adicionalmente una inmunoglobulina G
generada contra PD-1 como un ligando no agonista de PD-1 formulado como una forma de dosificacion para la
administracion sistémica. De acuerdo con esta realizacion, el medicamento de combinacién se proporciona para el
tratamiento de enfermedades neoplasicas malignas, en particular, glioma, glioblastoma multiforme, meningioma,
melanoma, cancer de pancreas, cancer de pulmon, cancer de prostata o cancer de vejiga.

De acuerdo con una alternativa de la invencién, una terapia de combinacion comprende un vector de expresion de
acido nucleico de IL-12 que codifica un polipéptido de IL-12 codificado que tiene una actividad bioldgica de IL-12 y
un ligando no agonista de PD-1, PD-L1 o PD-L1.

El ligando no agonista de PD-1 puede estar realizado por polipéptidos, en particular, por anticuerpos, tal como se
expone anteriormente. Un ejemplo no limitante para un polipéptido de IL-12 codificado es un fragmento cristalizable
de inmunoglobulina G fusionado a las cadenas de polipéptidos constituyentes de IL-12, IL-12 humana o un
equivalente funcional de las mismas. Un ejemplo no limitante es una construccion de fusién que tiene los
polipéptidos constituyentes de IL-12 enlazados por una secuencia de aminoacidos corta tal como se representa en la
Fig. 1, cuya secuencia de aminoacidos se da como SEQ ID 01 y la secuencia codificante de acido nucleico se da
como SEQ ID 07.

La ventaja de usar proteinas de fusion de citocinas y el fragmento cristalizable de las inmunoglobulinas en lugar de
la citocina recombinante es una farmacocinética mejorada (Belladonna et al. J Immunol 168, 5448-5454 (2002);
Schmidt, Curr Opin Drug Discov Devel 12, 284-295 (2009); Eisenring et al., Nat Immunol 11, 1030-1038 (2010)).

El vector de expresiéon de acido nucleico de IL-12 de acuerdo con este aspecto de la invencién puede, a modo de
ejemplo no limitante, ser un plasmido de expresion de ADN "desnudo" que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica el polipéptido de IL-12 bajo el control de una secuencia promotora operable en una célula
tumoral humana, para la administracion en el tumor, por ejemplo, mediante inyeccion intracraneal. El vector de
expresion de acido nucleico de IL-12 puede ser de manera similar un vector virico, por ejemplo, un virus
adenoasociado, un adenovirus, un lentivirus o un virus herpes.

Tal vector de expresion de acido nucleico de IL-12 se puede proporcionar como una forma de dosificacion para la
administracion intratumoral en combinacién con un ligando no agonista de PD-1 tal como se expone anteriormente.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1a  muestra la estructura y secuencia de la proteina de fusiéon dada en la SEQ ID 01. Las subunidades p40 y
p35 de IL-12 se representan como rectangulos. Estas subunidades se conectan mediante un enlazador
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(G4S)s. Las subunidades CH2, CH3 y los seis ultimos aminoacidos de CH1 del fragmento cristalizable de
la inmunoglobulina se muestran como circulos oblongos.

muestra la proteina de fusion dada en la SEQ ID 01, la imagen de la izquierda muestra una
inmunotransferencia usando condiciones reductoras, desarrollada con un anticuerpo policlonal anti-Fc
humano acoplado con HRP, la imagen de la derecha muestra una tincion de plata de la proteina de fusion
en condiciones no reductoras (DTT -) y en condiciones reductoras (DTT+)

muestra la producciéon de IFN-y en monocitos de sangre periférica humana (PBMC) tal como se evalua
mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Las células se estimularon bien con IL-
12 humana recombinante heterodimérica comercialmente disponible (rhlL-12) o con la proteina de fusion
purificada dada SEQ ID 01 (hIL-12Fc) en presencia de un anticuerpo dirigido contra CD3 (estimulacion de
linfocitos T policlonales). Sin estimulo: sin estimulacion de IL-12 ni estimulaciéon de anti-CD3 (control de
valores iniciales). El experimento se realizd por triplicado, las barras de error denotan datos de e.e.m.
representativos de tres experimentos independientes

muestra la inmunohistoquimica de secciones tumorales fijadas con formalina obtenidas a partir de ratones
singénicos C57/BI6 5 semanas tras la exposicion con 2x10* células GI261 IL-12Fc o GI261 Fc y tefiidas
con anticuerpo contra F4/80, tincion de contraste de hematoxilina (ejemplos representativos, n=6 ratones
por grupo). La barra de escala indica 2 mm, la punta de la flecha indica el tumor residual GI261 IL-12Fc
(SEQ ID 02).

muestra la obtencién de imagenes de bioluminiscencia (BLI) no invasiva de glioma de ratones en ratones
C57/BI6 singénicos (n = 5-6 ratones por grupo) tras la implantacion de 2x10* células GI261 que expresan
de manera constitutiva luciferasa de Photinus pyralis y que libera una proteina de fusion de IL-12 y el
fragmento cristalizable de inmunoglobulina G3 de ratéon (GI261 IL-12Fc, (SEQ ID 02)) o solo Fc como
control (GI261 Fc). Panel superior: Cuantificacién de crecimiento tumoral que se correlaciona con el flujo
de fotones (f/s) en la region de interés (RDI) frente a los dias tras la inyecciéon de las células de glioma
modificadas. Panel inferior: Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier. Los datos son representativos de
2 experimentos independientes.

muestra la obtencion de imagenes de bioluminiscencia (BLI) no invasiva de glioma de ratones en
animales de TS y en diferentes ratones mutantes (n = 5-7 ratones por grupo) tras la implantacion de 2x10*
células GI261 que expresan de manera constitutiva luciferasa de Photinus pyralis y que libera una
proteina de fusion de IL-12 y el fragmento cristalizable de inmunoglobulina G3 de ratén (GI261 IL-12Fc,
(SEQ ID 02)). Panel superior: Cuantificacion del crecimiento tumoral mediante obtencién de imagenes por
BLI frente a los dias tras la inyeccion de las células de glioma modificadas. Panel inferior: Analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier. A) se implantaron GI261 IL-12Fc en ratones que carecen de linfocitos T y
de linfocitos B (Rag1”) o de células NK (/I-5ra’) o que carecen tanto de linfocitos T como de linfocitos B y
de células NK y de células de tipo inductor de tejido linfoide (Rag2” Il2rg”). B) se implantaron GI261 IL-
12Fc en ratones deficientes para el MHCII (la(b)”") y el MHCI (B2m™).(n=5-8 ratones/grupo), que carecen
de linfocitos T CD4 o CD8 positivos, respectivamente. Los datos son representativos de 2 experimentos
independientes.

muestra la formacién de linfocitos T de memoria en animales de ts supervivientes que se han expuesto
previamente a células 2x10* GI261 IL-12Fc (SEQ ID 02). Se muestran los ejemplos de bioluminiscencia
emitida a partir de los cerebros de animales de ts supervivientes que se han vuelto a exponer a células
GI261 Fc en comparacioén con los animales de ts sin exposicion previa (panel superior, dias 1, 7 y 21 tas
la reexposicion). Ademas, se muestra la bioluminiscencia de los tumores en fotones por segundo (f/s) en
la region de interés (RDI) frente a los dias tras la inyeccion de las células de glioma modificadas (panel
inferior). Se observé un rechazo rapido de los tumores de control en los animales de ts supervivientes.
Mientras que la luminiscencia medida el dia 1 sugiri6 una metastasis idéntica en los dos grupos, solo los
ratones sin exposicion previa presentaron una sefial medible el dia 7 en adelante, lo que sugiere una
respuesta de memoria anti-glioma de eliminacién rapida y eficaz ahora independiente de citocinas
proinflamatorias expresadas ectépicamente(es decir, IL- 12Fc, (SEQ ID 02)).(n=4-6 ratones/grupo). Los
datos son representativos de 2 experimentos independientes.

muestra la obtencion de imagenes de bioluminiscencia (BLI) no invasiva de glioma de ratones en
diferentes ratones mutantes (n = 4-8 ratones por grupo) tras la implantacion de 2x10* células GI261 Fc
que expresan de manera constitutiva luciferasa de Photinus pyralis y que libera una proteina de fusion de
IL-12 y el fragmento cristalizable de inmunoglobulina G3 de raton (GI261 IL-12Fc (SEQ ID 02)). A)
animales de ts (circulos blancos) y IFNy” (circulos negros) B) animales de ts (circulos blancos) y
Perforina” (circulos negros). Se muestra la cuantificacion de crecimiento tumoral que se correlaciona con
el flujo de fotones (f/s) en la region de interés (RDI) frente a los dias tras la inyeccion de las células de
glioma modificadas (panel superior). Panel inferior: Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier. Los datos
son representativos de 2 experimentos independientes.
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Fig. 7 muestra el crecimiento tumoral en ratones de ts inoculados con 2x10* células GI261 Fc. El tratamiento
comenzo el dia 21 (flechas). Se implantaron en los animales portadores de glioma las minibombas
osmoticas que administran IL-12Fc (SEQ ID 02) (o PBS). Los animales recibieron inyecciones por via i.p.
de anticuerpos que bloquean aCTLA-4 o de PBS comenzando el dia 22, seguido de inyecciones tal como
se indica en la figura. Grafico superior: cuantificacion del flujo de protones en la RDI de animales de ts
portadores de tumor que recibieron el tratamiento indicado. Grafico inferior: analisis de supervivencia de
Kaplan-Meier de los animales anteriores; PBS/PBS frente a IL-12Fc/aCTLA-4 p=0,0045, PBS/PBS frente
a IL-12Fc/PBS p=0,3435, PBS/aCTLA4 frente a IL-12Fc/aCTLA-4 p=0,0101; Test de Log-rank (Mantel-
Cox). Datos representativos de tres experimentos independientes con 2-5 animales por grupo

Fig. 8 muestra la inmunohistoquimica de secciones tumorales obtenidas de ratones singénicos C57/BI6 tras la
exposicion a células GI261 Fc el dia 21 y tras la administracion local de IL-12Fc (SEQ ID 02) en
combinacion con el bloqueo sistémico de CTLA-4 tal como se describe en el Ejemplo 5. Las secciones se
tiferon con hematoxilina y eosina. La barra de escala indica 2 mm.

Fig. 9 muestra el crecimiento tumoral en ratones de ts inoculados con 2x10* células GI261 Fc. El tratamiento
comenzo el dia 21 (flechas). Se implantaron en los animales portadores de glioma las minibombas
osmoticas que administran IL-12Fc (SEQ ID 02). Los animales recibieron inyecciones por via i.p. de
anticuerpos que bloquean aPD-1 o anticuerpos de isotipo de control comenzando el dia 22, seguido de
inyecciones tal como se indica en la figura. Grafico superior: cuantificacion del flujo de protones en la RDI
de animales de ts portadores de tumor que recibieron el tratamiento indicado. Grafico inferior: analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier de los animales anteriores; PBS/isotipo frente a IL-12Fc/aPD-1 p=0,0064,
Test de Log-rank (Mantel-Cox). Datos representativos de un experimento con 5-6 animales por grupo.

Fig. 10  muestra el crecimiento en ratones de ts inoculados con células 50 B16-F10. El tratamiento comenz¢ el dia
5 (flecha). Se implantaron en los animales portadores de glioma las minibombas osméticas que
administran IL-12Fc (SEQ ID 02). Los animales recibieron inyecciones por via i.p. de anticuerpos que
bloquean aCTLA-4 o de PBS comenzando el dia 6, seguido de inyecciones tal como se indica en la figura.
Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier PBS/PBS frente a IL-12Fc/aCTLA-4 p=0,0028, Test de Log-
rank (Mantel-Cox). Datos representativos de un experimento con 6 animales por grupo.

Fig. 11 muestra la administracion sistémica de IL-12 heterodimérica recombinante en combinacién con el bloqueo
de CTLA4. Se inyectaron 2x10* células GI261 Fc en el cuerpo estriado derecho de ratones de ts y se
sigui6 el tumor durante 90 dias. Tratamiento sistémico: en el dia 21 (flecha), los animales portadores de
tumor se trataron inicialmente con 200 ug de IgG2b de ratén aCTLA-4 (9D9) (triangulos rellenos de gris
claro, n=8), 200 ng de IL-12 heterodimérica recombinante (rlL-12) (triangulos rellenos de gris oscuro, n=9)
0 una combinacion de ambos (triangulos rellenos de negro, n=9) por inyeccion intraperitoneal (i.p.). El
grupo de control recibid solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (triangulos sin relleno, n=7). El
tratamiento se mantuvo con 100 ug de aCTLA-4 o 100 ng de rlL-12 o una combinacion de ambos 3
veces/semana hasta el final del experimento. Grafico superior: cuantificacion del flujo de protones en la
RDI de animales de ts portadores de tumor que recibieron el tratamiento indicado. Grafico inferior: analisis
de supervivencia de Kaplan-Meier de los animales anteriores; Se usé un test Log-rank (Mantel-Cox) para
calcular los p-valores indicados; datos agrupados de dos experimentos independientes.

Ejemplos
Métodos
Animales

Los ratones C57BL/6 se obtuvieron de Janvier; los ratones b2m™, la(b)”, l12rb2”, Rag1”, Rag2”ll2rg”, Prf1” e lfng-
- se obtuvieron de Jackson Laboratories. Los ratones //5ra” se proporcionaron por S. Bulfone-Paus. Todos los
animales se mantuvieron enjaulados en condiciones especificas libres de patégenos con un ciclo de 12 horas de
luz/oscuridad y con comida y agua a voluntad. Todos los experimentos con animales se aprobaron por la oficina
veterinaria cantonal de Suiza (16/2009).

Lineas de células tumorales de raton

Las células de glioma de murino C57/BI6 (GI261) (generosamente proporcionadas por A. Fontana, Inmunologia
Experimental, Universidad de Zurich) se transfectaron con pGI3-ctrl (Promega) y pGK-Puro (generosamente
proporcionadas por T. Buch, Universidad Técnica, Munich). Las construcciones linealizadas se electroporaron en
una proporcién de 10:1 usando un multiporador de eppendorf, después se seleccionaron con 0,8 ug/ml de
puromicina (Sigma-Aldrich) para generar células GI261 estables para luciferasa. Se aisldé un Unico clon mediante
dilucién limitante y se paso in vivo mediante inoculacion de tumor intracraneal, seguido por la disociacion del tumor
tras 4 semanas y la reseleccion en 0,8 pg/ml de puromicina. Posteriormente, las células se electroporaron con
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pCEP4-miIgG3, pCEP4-mll-12migG3 (SEQ ID 09) y pCEP4-mll-23migG3 (SEQ ID 08) (Eisenring et al, 2010) y se
selecciono la carga con 0,8 pg/ml de puromicina y 0,23 mg/ml de higromicina (Sigma-Aldrich). La produccion de
citocina se detectd6 mediante ELISA (OptEIA 11-12/23p40, BD Pharmingen) y rt-PCR (IgG3fw:
ACACACAGCCTGGACGC (SEQ ID 03) IgG3rev: CATTTGAACTCCTTGCCCCT (SEQ ID 04)). las células GI261 y
las lineas celulares derivadas se mantuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco (Gibco, Invitrogen)
complementado con suero de ternera fetal al 10 % (FCS, del inglés fetal calf serum) en presencia de antibiéticos de
seleccion tal como se indica anteriormente a 37 °C y CO; al 10 %. Las células de melanoma murino B16-F10 se
obtuvieron de ATCC.

Expresion y purificacion de IL-12Fc

La IL-12Fc (SEQ ID 02) se expreso en células 293T tras la transfeccion mediada por fosfato de calcio de acuerdo
con los protocolos estandar con 45 ug de ADN vectorial (o CEP4-mlIL-12IgG3, SEQ ID 09)/placa de cultivo tisular de
15 cm. El sobrenadante se recolect6 3 dias y 6 dias tras la transfeccion, se hizo un filtrado estéril y se diluyé a 1:1 en
PBS. La proteina se purificé usando un purificador (AktaPrime) sobre una columna de proteina G (1 ml, HiTrap, GE
Healthcare) eluida con 0,1 M de glicina a pH 2 y se dializé toda la noche en PBS a pH 7,4. La concentracion y la
pureza de IL-12Fc (SEQ ID 02) se midi6 mediante ELISA (OptEIA 11-12/23p40, BD Pharmingen) y SDS-PAGE
seguido por tincion de plata e inmunotransferencia. La IL-12Fc se detectd con un anticuerpo anti-IL12p40 de ratdn
en rata (C17.8, BioExpress) y un anticuerpo anti-rata en cabra acoplado a HRP (Jackson). Se usé el mismo
procedimiento para la expresion de IL-12Fc humana (SEQ ID 01,07).

Caracterizacion de IL-12Fc humana

La concentracion y la pureza de la IL-12Fc humana (SEQ ID 01) se midié6 mediante ELISA (IL-12 (p70 ) humana,
Mabtech, n.° 2455-1H-6) y SDS-PAGE seguido por tincion de plata e inmunotransferencia. El marcador de IgG4
humana se detectdé con un anticuerpo anti-lgG humana en cabra acoplado a HRP (n.° A0170, Sigma). Para la
caracterizacion funcional de la IL-12Fc (SEQ ID 01), las PBMC, adquiridas de acuerdo con las directrices éticas de la
Universidad de Zurich, se colocaron en placas a 100.000 células por pocillo en medio RPMI complementado con
suero de ternera fetal (FCS) al 10 % en placas de 96 pocillos y se estimularon bien con IL-12 humana recombinante
(Peprotech) o IL-12Fc humana (SEQ ID 01). Ambas citocinas se normalizaron entre si de acuerdo con las
concentraciones derivadas del ELISA de IL-12p70 humana (Mabtech, n.° 2455-1H-6). Las PBMC se estimularon en
presencia de 1 pg/ml de un anticuerpo de IgG2a anti-CD3 humano en ratén (OKT3, Bio-X-cell). Tras dos dias de
cultivo en CO2 al 5 % y a 37 °C, el sobrenadante se cultivé y se sometié a un ELISA de anti-IFN-y humano (Mabtech,
n.° 3420-1H-6).

Inoculacion de glioma ortotépico

En resumen, los ratones de 6-10 semanas de edad se inyectaron por via i.p. con Fluniximin (Biokema, 5 mg/kg de
peso corporal) antes de anestesiarlos con isoflurano al 3-5 % (Minrad) en una camara de induccién. Se afeitaron sus
cabezas con una magquinilla eléctrica. Tras montarlos en un marco estereotactico (David Kopf instruments), se
desinfectd el cuero cabelludo de los animales con solucion de yodo al 10 % y se realizé una incision en la piel a lo
largo de la linea media. La anestesia en el marco estereotactico se mantuvo al 3 % de isoflurano administrada a
través de un adaptador nasal (David Kopf Instruments). Posteriormente, se montd una jeringa de extremo romo
(Hamilton, 75N, 26s/2"/2, 5ul) sobre una bomba de microinyeccion sobre el brazo manipulador y se colocé a 1,5 mm
lateral y a 1 mm frontal del bregma. La aguja se bajé al orificio de la fresa perforado manualmente a una profundidad
de 4 mm por debajo de la superficie de la duramadre y se retrajo 1 mm para formar un pequerio reservorio. Usando
la bomba de microinyeccién (UMP-3, World Precision Instruments Inc.) se inyectaron 2x10* células en un volumen
de 2 pyl a 1 yl/min. Tras dejar la aguja en el lugar durante 2 minutos, se retrajo a 1 mm/min. El orificio de la fresa se
cerro con cera para huesos (Aesculap, Braun) y la herida del cuero cabelludo se sellé con adhesivo tisular (Indermil,
Henkel).

Obtencion de imagenes bioluminiscentes in vivo

Los ratones que portan el tumor se pesaron cuidadosamente, se anestesiaron con isoflurano (2-3 %) y se inyectaron
con D-Luciferina (150 mg/kg de peso corporal, CaliperLifesciences). Los animales se transfirieron a la camara oscura
de un sistema de obtencion de imagenes Xenogen IVIS 100 (CaliperLifesciences), la anestesia se mantuvo al 2 %
de isoflurano a través de conos nasales. La luminiscencia se registré 10 minutos después de la inyeccion. Los datos
se analizaron posteriormente usando el programa informatico Living Image 2.5 (CaliperLifesciences). Una region
circular de interés (RDI; 1,46 cm @) se defini6 alrededor de la cabeza de los animales y el flujo de protones de esta
region se leyo y se representé graficamente.

Tratamiento de los gliomas establecidos
El d21 tras la implantaciéon de las células de glioma, los animales que portan el tumor se distribuyeron de manera

uniforme entre los grupos experimentales basandose en su flujo de fotones en RDI. Los animales con un flujo en la
RDI de menos de 1x10° f/s se consideraron como no aceptores y se excluyeron. 40-48 horas antes de la
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implantacion (2 dias antes del comienzo del tratamiento), las bombas osméticas (Modelo 2004, 0,25 pl/h; Alzet) se
rellenaron con IL-12Fc de murino (SEQ ID 02, 8,33 ng/pl en PBS) o solo PBS y se cebaron a 37 °C en PBS.
Inmediatamente antes de la cirugia, se inyectd a los ratones con Fluniximin por via i.p. (Biokema, 5 mg/kg de peso
corporal). Se anestesioé a los ratones con isoflurano al 3-5 %, se desinfect6 el cuerpo cabelludo y se realizé una
incision en la linea media. Se localiz6 el orificio de la fresa anterior de la inyeccion de glioma, se retird la cera para
hueso y el periostio y se colocé la bomba en una bolsa de piel formada en la espalda del animal. La canula de
infusion se bajo a través del orificio de la fresa 3 mm hacia el centro putativo del tumor. La canula se conectd a la
bomba (kit de infusion cerebral Il 1-3 mm, Alzet) mediante un tubo de silicona y se mantuvo en su lugar con
adhesivo de cianoacrilato. La piel se suturd con un hilo de nylon 4-0. Después de la cirugia, los ratones se trataron
durante 3 dias con Borgal al 0,1 % (v/v) (Intervet) en el agua que bebian. Las bombas se explantaron el dia 49. Se
inyectaron por via i.p. cinco dosis de anticuerpos de IgG2b de raton anti-CTLA-4 de ratén (clon 9D9, bio-X-cell;
Peggs et al.; J Exp Med 206, 1717-1725 (2009)) o un volumen equivalente de PBS los dias 22 (200 pg), 26 (100 ug),
29 (100 pg), 35 (100 ug) y 42 (100 ug).

Como alternativa, los animales recibieron IgG2a de rata anti-PD-1 de ratén (clon RMP1-14, bio-X-cell) o anticuerpos
de control de isotipo IgG2a de rata (clon 2A3, bio-X-cell) para el experimento representado en la figura 9. Las pautas
de dosificacion y la via de aplicacion fue idéntica con el experimento representado en la figura 7. Para el tratamiento
de tumores cerebrales derivados de B16-F10, se implantaron las bombas el dia 5 tras la inyeccion, se inyectaron por
via i.p. anticuerpos 1gG2b de raton anti-CTLA-4 de raton (clon 9D9, bio-X-cell; Peggs et al.; J Exp Med 206, 1717-
1725 (2009)) o un volumen equivalente de PBS en los dias 6 (200 ug), 11 (100 ug), 13 (100 pg) y 19 (100 pg).

Anélisis de supervivencia de los animales portadores de tumores

Los animales que portaban tumores se controlaron mediante BLI, se revisaron los sintomas neuroldgicos y se
pesaron semanalmente hasta el dia 21 tras la inoculacién de glioma. Los animales de GI261 Fc que presentaron un
flujo en la RDI de menos de 1x10° f/s en el dia 21 se consideraron como no aceptores o aceptores lentos del tumor y
se excluyeron del analisis de supervivencia (5-10 %). Desde el dia 21 en adelante, los animales se revisaron
diariamente. Los animales que presentaban sintomas tales como apatia, una postura encorvada grave y/o pérdida
de peso de mas del 20 % del peso maximo se sacrificaron. Los ratones que portaban el tumor B16-F10 se puntuaron
diariamente comenzando desde el dia 5 hasta el final del experimento de acuerdo con el mismo esquema.

Histologia

Para la histologia, los animales se sacrificaron con CO,, se perfundieron por via transcardiaca con PBS enfriado en
hielo y se decapitaron. Se aislaron cuidadosamente los cerebros completos, se fijaron en formalina al 4 %, se
embebieron en parafina y se generaron secciones de 3 um para la tincion de HE y/o inmunohistoquimica para
detectar F4/80 (BM8; BMA biomedicals). Los anticuerpos primarios se detectaron con anticuerpos secundarios
acoplados con peroxidasa de rabano picante. La tincion se visualizd con 3,3’-Diaminobenzidina (DAB) como sustrato
de HRP. Las imagenes se generaron usando un microscopio de luz Olympus BX41 equipado con una camara
Olympus ColorViewlllu y un programa informatico de adquisicion de imagenes Olympus cell*B. Las vistas generales
de las secciones de cerebros completos se recortaron usando Adobe Photoshop CS3.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, se us6 un test Log-rank (Mantel-Cox)
para calcular los p-valores indicados en las respectivas figuras. Los p-valores de menos de 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. El analisis se realizé con GraphPad Prism versién 5.0a para Mac OSX (GraphPad
Software Inc).

Ejemplo 1: La expresion intratumoral de IL-12Fc promueve la eliminacion de los gliomas experimentales

Los presentes inventores han disefiado y clonado una proteina de fusién que consiste en la subunidad p40 de la IL-
12 humana unida mediante un enlazador peptidico flexible a la subunidad p35. Esta construccion de cadena simple
se fusiond entonces a la region constante de la cadena pesada de la IgG4. (Fig. 1A). Los presentes inventores
denominaron esta proteina de fusion de cadena simple humana IL-12Fc (SEQ ID 01). Los presentes inventores
expresaron esta proteina en células embrionarias de rifion humano HEK293 y detectaron una forma dimera asi
como una forma mondmera en condiciones naturales. En condiciones reductoras solo se detecto la forma monémera
(Fig. 1B). La IL-12Fc (SEQ ID 01) tiene propiedades funcionales similares a la IL-12 heterodimera comercialmente
disponible (obtenido de Peprotech). Para determinar si la IL-12Fc (SEQ ID 01) podria ser adecuada para superar el
entorno inmunosupresor local inducido por gliomas y para arrojar luz sobre los mecanismos efectores implicados, los
inventores expresaron una version de murino (Belladonna et al. J Immunol 168, 5448-5454 (2002), IL-12Fc (SEQ ID
02)) de esta citocina en células GI261 de glioma de ratén. Para medir el crecimiento tumoral intracraneal de manera
no invasiva mediante obtencién de imagenes de bioluminiscencia (BLI, del inglés bioluminiscence imaging), los
presentes inventores generaron en primer lugar una linea de GI261 que expresa de manera constitutiva luciferasa de
Photinus pyralis. Los presentes inventores denominaron a esta linea celular GI261-luc. A continuacion, los presentes
inventores modificaron esta linea celular para liberar de manera continua una proteina de fusion de IL-12 y el
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fragmento cristalizable de inmunoglobulina G3 de raton (IL-12Fc; SEQ ID 02, 09) o Fc (SEQ ID 08) solo como un
control (denominados ‘G261 IL-12Fc’ y 'GI261 Fc’, respectivamente). La secuencia de proteina de murino elegida de
la construccion de fusion es homologa a la variante humana (SEQ ID 01) y consiste en las subunidades p40 y p35
de la IL-12 que estan conectadas a través de un enlazador (G4S); y las subunidades CH2, CH3 y los seis ultimos
aminoacidos de CH1 de IgG3, mientras que CH1 y CH2 estan conectadas por una region bisagra. Los vectores para
la expresion del fragmento de control y la construccion de fusion de IL-12 se representan en la SEQ ID 08 y 09,
respectivamente. La intencion de usar proteinas de fusién en lugar de la citocina recombinante fue ver si
presentarian una farmacocinética mejorada. Los presentes inventores confirmaron la secrecion de IL-12Fc (SEQ ID
02) mediante ELISA para las subunidades p40 y p70. Los presentes inventores confirmaron adicionalmente la
expresion de la cola Fc mediante RT-PCR. Cuando se implantd por via intracraneal en el cuerpo estriado derecho,
las lecturas de bioluminiscencia y el volumen tumoral tal como se evalian mediante métodos estereoldgicos
presentaron una fuerte correlacion (datos no mostrados).

A continuacion, los presentes inventores implantaron GI261 IL-12Fc y Fc en el cuerpo estriado derecho de ratones
C57BI/6 y tras el crecimiento tumoral a través de obtencion no invasiva de imagenes por bioluminiscencia (BLI). Tras
un aumento inicial en la luminiscencia, todos los grupos presentaron una bajada alrededor del dia 14 tras la
inyeccion. Los animales que portan tumores que expresan Fc presentaron un fuerte aumento en BLI y pronto
alcanzaron los criterios de exclusion, a veces incluso antes del dia 35 tras la inyeccion. En contraste, las lecturas de
BLI para animales que se habian inyectado con tumores de GI261 que expresa IL-12Fc cayeron a niveles cerca del
limite de deteccion en el dia 21 en adelante (datos no mostrados). De acuerdo con esta observacion, los presentes
inventores solo pudieron detectar un tumor residual en algunos animales en este grupo, mientras que los animales
inyectados con Fc de control presentaron una fuerte formacion de tumor cuando se analizaron histolégicamente (Fig.
2). Cuando los presentes inventores siguieron animales a los que habian implantado células GI261 IL-12Fc o GI1261
Fc durante hasta 90 dias, los presentes inventores observaron rechazo del tumor en una alta proporcién de ratones
que llevan tumores que secretan IL-12Fc tras un establecimiento inicial (Fig. 3).

Ejemplo 2: Los linfocitos T son el tipo principal de células efectoras del rechazo de glioma mediado por IL-
12Fc.

Para confirmar que la secrecion de IL-12Fc por GI1261 IL-12Fc actua sobre el hospedador en lugar de en las propias
células tumorales, los presentes inventores observaron que el crecimiento de GI261 IL-12Fc y GI261 Fc es el mismo
en ratones que carecen del receptor para IL-12. El crecimiento desenfrenado de GI261 IL-12 en animales /L-12r32"
demuestra que IL-12Fc actia especificamente sobre un tipo celular en el raton receptor (datos no mostrados). Los
linfocitos T y las células NK estan entre los leucocitos mas sensibles a IL-12. Para ensayar de manera sistematica la
relevancia funcional del influjo mediado por IL-12Fc de estas células, los presentes inventores expusieron a una
serie de ratones mutantes a GI261 IL-12Fc intracraneal. Los presentes inventores implantaron células GI1261 IL-12Fc
en ratones que carecen de linfocitos T y de linfocitos B (Rag1”-) o de células NK convencionales (ll-15ra”) o en
ratones que carecen tanto de linfocitos T como de linfocitos B, de células NK y de células de tipo inductor de tejido
linfoide (Rag2” ll2rg”) (Fig. 4A). Tras una fase de retraso inicial hasta el dia 14 tras la inyeccién, todos los grupos
presentaron un fuerte aumento en luminiscencia hasta el dia 28, reflejando un fuerte crecimiento tumoral. Entre los
dias 28 y 42, la mayoria de los animales sucumbieron a los tumores. Solo los ratones de ts y /I-15ra” fueron
capaces de controlar el tumor y presentaron una supervivencia prolongada en comparacion con los animales Rag2”
I12rg” y Rag1”-. Aunque los linfocitos T o los linfocitos B parecieron ser cruciales para el rechazo de glioma mediado
por IL-12Fc, la capacidad de los ratones /I-15ra” para rechazar GI261 IL-12 indica que las células NK eran en gran
medida prescindibles.

A continuacion, los presentes inventores investigaron la contribucion de los linfocitos T CD4 y CD8 positivos usando
ratones deficientes en el MHCI!I (la(b)”) y en el MHCI (82m™”). Al contrario que los ratones de ts, los ratones /a(b)”
que carecen de linfocitos T CD4 no pudieron controlar los tumores GI261 IL-12Fc, y los ratones 82m” sucumbieron
al glioma poco después (Fig.4B). La supervivencia en ambos grupos mutantes se acortd en comparacion con el
grupo de tipo silvestre. Estos datos demuestran claramente que el rechazo del tumor mediado por IL-12Fc depende
de la actividad de los linfocitos T, incluyendo los linfocitos T colaboradores y los CTL.

Ejemplo 3: La respuesta de memoria antitumoral es independiente de IL-12Fc expresado ectopicamente.

Para investigar adicionalmente el caracter del control tumoral dependiente de linfocitos T, los presentes inventores
probaron a los animales de ts supervivientes que se habian expuesto previamente a células GI261 IL-12Fc para la
formacion de linfocitos T de memoria (Fig. 5). Los animales se trataron tal como se describe en la Fig. 3 / ejemplo 1.
Al contrario de la exposicion primaria, los presentes inventores inyectaron en este caso células GI261 Fc en el
hemisferio contralateral de los animales de supervivientes o de los ts sin exposicién previa. Los presentes inventores
observaron un rechazo rapido de los tumores de control en dias. Mientras que la luminiscencia medida el dia 1
sugirid6 una metastasis idéntica en los dos grupos, solo los ratones sin exposicién previa presentaron una sefial
medible el dia 7 en adelante, lo que sugiere una respuesta de memoria anti-glioma de eliminacion rapida y eficaz
ahora independiente de citocinas proinflamatorias expresadas ectépicamente.

Ejemplo 4: Los CTL son las principales células efectoras del rechazo de glioma mediado por IL-12Fc.
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Esta bien establecido que la IL-12 polariza los linfocitos T sin exposicion previa para adoptar un fenotipo de Tw1
(Trinchieri, Nat Rev Immunol 3, 133-146 (2003)). Para arrojar mas luz a los fundamentos mecanicos que subyacen al
rechazo inducido por IL-12 de glioma experimental, los presentes inventores expusieron ratones deficientes en la
citocina IFN-y distintiva de TH+ (Ifng”) con células GI261 que expresan IL-12Fc (Fig. 6A). Los animales se trataron
tal como se describe en la Fig. 3/ Ejemplo 1. Para su sorpresa, los presentes inventores observaron un rechazo
tumoral similar al de animales de ts, lo que sugiere que el mecanismo de rechazo es independiente de IFN-y. Por el
contrario, IL-12 también estimula la actividad citotéxica de los CTL. Cuando los presentes inventores analizaron el
papel de la perforina, una molécula citolitica expresada principalmente en los CTL CD8" y en células NK, los
presentes inventores observaron una clara diferencia en las curvas de supervivencia. (Fig. 6B). La perforina es una
molécula citolitica que se expresa principalmente por los CTL CD8* y por las células NK, pero también por los
linfocitos T CD4*. Para investigar adicionalmente el mecanismo de rechazo de glioma inducido por IL-12Fc, se
expusieron ratones deficientes en perforina (prfr17-) con células GI261 que expresan IL-12Fc. Al contrario de Ifng”,
los animales deficientes en perforina (prfr17-) no fueron capaces de controlar el tumor. Esto sostiene la nocién de
que los CTL son las principales células efectoras del rechazo de glioma mediado por IL-12Fc. Se observé una clara
diferencia en las curvas de supervivencia del ts y de prf1--.

Ejemplo 5: La administracion local de IL-12Fc en combinacion con el bloqueo sistémico de CTLA-4 o PD1 es
eficaz contra los gliomas experimentales de etapa avanzada.

Ejemplo de referencia:

Para reforzar adicionalmente y prolongar el fenotipo activado de los linfocitos T, los presentes inventores bloquearon
la molécula coinhibidora CTLA-4 mediante anticuerpos neutralizantes en el siguiente conjunto de experimentos. La
IL-12 se administré localmente a ratones con tumores en etapas avanzadas. Se administré el tratamiento a animales
que se habian expuesto a GI261 Fc 21 dias antes y que ya presentaban fuertes sefiales de bioluminiscencia, lo que
indica una etapa avanzada de crecimiento de glioma. Tratamiento local: En el dia 21, se implantaron en los animales
portadores de glioma las minibombas osmoéticas que administran 50 ng de IL-12Fc/dia (o PBS). Tras 28 dias (dia 49
tras la inyeccion tumoral) se explantaron las bombas vacias de los animales que sobrevivieron. Tratamiento
sistémico: En el dia 22, los animales portadores de tumor recibieron por via i.p. 200 ug de IgG2b de ratén aCTLA-4
(9D9) o PBS. El tratamiento se mantuvo con 100 ug de aCTLA-4 los dias 26, 29, 35y 42 (Fig. 7). Ni IL-12Fc ni el
anti-CTLA-4 solos confirieron ninguna ventaja significativa en la supervivencia. Increiblemente, la combinacion de la
administracion local de IL-12Fc directamente en el sitio del tumor en combinacién con el bloqueo sistémico de CTLA-
4 llevé a una remision completa del tumor (Fig. 8). 90 dias tras la inoculacioén, la evaluacion histolégica del tejido
cerebral de los animales que sobrevivieron no mostré ningun signo de desmielinizacion o infiltrados.

Ejemplo:

La administracién local de IL-12Fc en combinacion con el bloqueo sistémico de PD-1 también llevé a un aumento
significativo en los animales que sobrevivieron, la frecuencia, sin embargo, fue menor que con el bloqueo sistémico
de CTLA-4 (Fig. 9). La terapia de combinacion descrita anteriormente (Fig. 7) confiere una ventaja significativa en la
supervivencia incluso en el caso de crecimiento intracraneal de células de melanoma murino singénico B16-F10 (Fig.
10). Este no es un modelo perfecto para tumores cerebrales secundarios dado que se salta diversas etapas de
formacién de metastasis. Incluso en esta situacion mas agresiva, el tratamiento de combinacién prolonga la
supervivencia.

El tratamiento preventivo de tumores en modelos preclinicos puede permitir el estudio de mecanismos
inmunoldgicos y las interacciones entre células tumorales y el microentorno del tumor. Sin embargo, la terapia
preventiva es de relevancia clinica limitada en la traduccién para tratar pacientes con cancer. Por lo tanto, los
presentes inventores decidieron elegir un punto temporal excepcionalmente tardio para la intervenciéon en un modelo
de enfermedad progresiva y agresiva. Para imitar de cerca una situacion clinica, los presentes inventores permitieron
que el tumor progresase hasta un tamafio que es altamente probable que cause sintomas neuroldgicos en seres
humanos. En el presente caso, la monoterapia con IL-12 aplicada localmente (intratumoral) tuvo un efecto de
supervivencia minimo aunque significativo. Los presentes inventores ya observaron un efecto sinérgico débil cuando
combinaron el tratamiento sistémico de IL-12 con el bloqueo sistémico de CTLA-4. Cuando la infusién local de IL-12
se combino con el bloqueo sistémico de CTLA-4 o PD1, el efecto anti-glioma fue sorprendente.
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VvVal

ES 2 888249 T3

Pro

Asp

Ala

390

Leu

Ala

Gln

Asp

Gln

470

Ala

Arg

Lys

Asn

Pro

550

Gly

Lys

Val

Ala

Met

375

Glu

Lys

Thr

Lys

Leu

455

Asn

Ile

Gln

Leu

Arg

535

Arg

Asn

Asp

Asp

Arg

360

Val

Asp

Thr

Arg

Thr

440

Lys

His

Asp

Lys

Cys

520

vVal

Ile

Ile

Ala

Val

Cys

Lys

Ile

Cys

Glu

425

Ser

Met

Asn

Glu

Pro

505

Tle

Met

Pro

Leu

Leu

585

Ser

18

Leu

Thr

Asp

Leu

410

Thr

Leu

Tyr

His

Leu

490

Pro

Leu

Gly

Lys

Gly

570

Met

Glu

Ser

Ala

His

395

Pro

Ser

Met

Gln

Gln

475

Met

Val

Leu

Tyr

Pro

555

Gly

Ile

Asp

Gln

Arg

380

Glu

Leu

Ser

Met

Thr

460

Gln

Gln

Gly

His

Leu

540

Ser

Pro

Ser

Asp

Ser

365

Glu

Asp

Glu

Thr

Thr

445

Glu

Ile

Ser

Glu

Ala

525

Ser

Thr

Ser

Leu

Pro

Arg

Lys

Ile

Leu

Thr

430

Leu

Phe

Tle

Leu

Ala

510

Phe

Ser

Pro

Val

Thr

590

Asp

Asn

Leu

Thr

His

415

Arg

Cys

Gln

Leu

Asn

495

Asp

Ser

Ala

Pro

Phe

575

Pro

Val

Leu

Lys

Arg

400

Lys

Gly

Leu

Ala

Asp

480

His

Pro

Thr

Leu

Gly

560

Ile

Lys

His
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Val

Pro

625

Pro

Val

Pro

Arg

Asn

705

Leu

Thr

Gln

His

<210>3
<211>17

Ser

610

Arg

Ile

Asn

Lys

Glu

690

Phe

Glu

Tyr

Gly

His
770

<212> ADN

<213> artificial

<220>

595

Trp

Glu

Gln

Asn

Gly

675

Gln

Phe

Gln

Phe

Glu

755

Thr

Phe

Ala

His

Lys

660

Arg

Met

Ser

Asp

Leu

740

Ile

Gln

<223> cebador de PCR

<400> 3

acacacagcc tggacgc

<210>4

Val

Gln

Gln

645

Ala

Ala

Ser

Glu

Tyr

725

Tyr

Phe

Lys

17

Asp

Tyr

630

Asp

Leu

Gln

Lys

Ala

710

Lys

Ser

Thr

Asn

ES 2 888249 T3

Asn

615

Asn

Trp

Pro

Thr

Lys

695

Tle

Asn

Lys

Cys

Leu
775

600

Lys

Ser

Met

Ala

Pro

680

Lys

Ser

Thr

Leu

Ser

760

Ser

Glu

Thr

Arg

Pro

665

Gln

Val

Val

Pro

Thr

745

val

Arg

19

Val

Phe

Gly

650

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

730

VvVal

VvVal

Ser

His

Arg

635

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

715

Ile

Asp

His

Pro

Thr

620

Val

Glu

Arg

Thr

Thr

700

Glu

Leu

Thr

Glu

Gly
780

605

Ala

Val

Phe

Thr

Ile

685

Cys

Arg

Asp

Asp

Ala

765

Lys

Trp

Ser

Lys

Ile

670

Pro

Leu

Asn

Ser

Ser

750

Leu

Thr

Ala

Cys

655

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

735

Trp

His

Gln

Leu

640

Lys

Lys

Pro

Thr

Glu

720

Gly

Leu

Asn
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15

<211>20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 4
catttgaact ccttgcccct 20

<210>5

<211>219

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

ES 2 888249 T3

20



5

Met

Asp

Gly

Ser

Thr

65

Thr

Leu

Ser

Glu

Leu

145

Ala

Val

Ile

Tle

<210>6

Cys

His

Met

Asn

50

Ser

Val

Asn

Arg

Asp

130

Leu

Vval

Pro

Lys

Asp
210

<211>328

Pro

Leu

Phe

35

Met

Glu

Glu

Ser

Lys

115

Leu

Met

Ile

Gln

Leu
195

Arg

Ala

Ser

20

Pro

Leu

Glu

Ala

Arg

100

Thr

Lys

Asp

Asp

Lys
180

Cys

Val

Arg

Leu

Cys

Gln

Ile

Cys

85

Glu

Ser

Met

Pro

Glu

165

Ser

Ile

Met

Ser

Ala

Leu

Lys

Asp

70

Leu

Thr

Phe

Tyr

Lys

150

Leu

Ser

Leu

Ser

ES 2 888249 T3

Leu

Arg

His

Ala

55

His

Pro

Ser

Met

Gln

135

Arg

Met

Leu

Leu

Tyr
215

Leu

Asn

His

40

Arg

Glu

Leu

Phe

Met

120

Val

Gln

Gln

Glu

His
200

Leu

Leu

Leu

25

Ser

Gln

Asp

Glu

Ile

105

Ala

Glu

Ile

Ala

Glu
185

Ala

Asn

21

Vval

10

Pro

Gln

Thr

Ile

Leu

90

Thr

Leu

Phe

Phe

Leu

170

Pro

Phe

Ala

Ala

val

Asn

Leu

Thr

75

Thr

Asn

Cys

Lys

Leu

155

Asn

Asp

Arg

Ser

Thr

Ala

Leu

Glu

60

Lys

Lys

Gly

Leu

Thr

140

Asp

Phe

Phe

Ile

Leu

Thr

Leu

45

Phe

Asp

Asn

Ser

Ser

125

Met

Gln

Asn

Tyr

Arg
205

val

Pro

30

Arg

Tyr

Lys

Glu

Cys

110

Ser

Asn

Asn

Ser

Lys
190

Ala

Leu

15

Asp

Ala

Pro

Thr

Ser
95

Leu

Ile

Ala

Met

Glu

175

Thr

val

Leu

Pro

Val

Cys

Ser

80

Cys

Ala

Tyr

Lys

Leu

160

Thr

Lys

Thr



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met

1

Ala

Val

Thr

Ser

65

Glu

Leu

Ser

Leu

Leu

145

Gly

Ala

Cys

Ser

Glu

Cys

50

Ser

Phe

Ser

Thr

Arg

130

Thr

Ser

Glu

His

Pro

Leu

35

Asp

Glu

Gly

His

Asp

115

Thr

Ser

Arg

Gln

Leu

20

Asp

Thr

Val

Asp

Ser

100

Ile

Glu

Ile

Asp

Val
180

Gln

val

Trp

Pro

Leu

Ala

85

Leu

Leu

Ala

Ser

Pro

165

Arg

Leu

Ala

Tyr

Glu

Gly

70

Gly

Leu

Lys

Lys

Thr

150

Gln

Gly

ES 2 888249 T3

val

Ile

Pro

Glu

55

Ser

Gln

Leu

Asp

Asn

135

Asp

Gly

Asp

Ile

Trp

Asp

40

Asp

Gly

Tyr

Leu

Gln

120

Tyr

Leu

Val

Asn

Ser

Glu

25

Ala

Gly

Lys

Thr

His

105

Lys

Ser

Thr

Thr

Lys
185

22

Trp

10

Leu

Pro

Ile

Thr

Cys
90

Lys

Glu

Phe

Cys
170

Glu

Phe

Lys

Gly

Thr

Leu

75

His

Lys

Pro

Arg

Ser

155

Gly

Tyr

Ser

Lys

Glu

Trp

60

Thr

Lys

Glu

Lys

Phe

140

Val

Ala

Glu

Leu

Asp

Met

45

Thr

Ile

Gly

Asp

Asn

125

Thr

Lys

Ala

Tyr

val

val

30

Val

Leu

Gln

Gly

Gly

110

Lys

Cys

Ser

Thr

Ser
190

Phe

15

Tyr

Val

Asp

Val

Glu

95

Ile

Thr

Trp

Ser

Leu

175

Val

Leu

val

Leu

Gln

Lys

Val

Trp

Phe

Trp

Arg

160

Ser

Glu



10

Cys

Glu

Ser

225

Leu

Glu

Phe

Val

Ser

305

Glu

<210>7

Gln

Val

210

Ser

Gln

Tyr

Cys

Phe

290

Ile

Trp

<211>2328
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Glu

195

Met

Phe

Leu

Pro

Val

275

Thr

Ser

Ala

Asp

Val

Phe

Lys

Asp

260

Gln

Asp

VvVal

Ser

Ser

Asp

Ile

Pro

245

Thr

Val

Lys

Arg

val
325

Ala

Ala

Arg

230

Leu

Trp

Gln

Thr

Ala

310

Pro

ES 2 888249 T3

Cys

Val

215

Asp

Lys

Ser

Gly

Ser

295

Gln

Cys

Pro

200

His

Ile

Asn

Thr

Lys

280

Ala

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Ser

Pro

265

Ser

Thr

Arg

Ala

Leu

Lys

Arg

250

His

Lys

Val

Tyr

Glu

Lys

Pro

235

Gln

Ser

Arg

Tle

Tyr
315

Glu

Tyr

220

Asp

Val

Tyr

Glu

Cys

300

Ser

Ser

205

Glu

Pro

Glu

Phe

Lys

285

Arg

Ser

Leu

Asn

Pro

Val

Ser

270

Lys

Lys

Ser

Pro

Tyr

Lys

Ser

255

Leu

Asp

Asn

Trp

<223> construccion de expresion, secuencia codificante para la proteina de fusion IL-12 IgG4 Fc

<400> 7

23

Ile

Thr

Asn

240

Trp

Thr

Arg

Ala

Ser
320



atgtgtcacc
gtggccatat
gcecectggag
accttggacc
gagtttggag
ctcctgetge
aaagaaccca
acctgetggt

ggctcttctg

agcagttggt
gggaactgaa
aaatggtggt
agagcagtga
atgctggcca
ttcacaaaaa
aaaataagac
ggctgacgac

acccccaagg

ES 2 888249 T3

catctcttgg
gaaagatgtt
cctcacctgt
ggtcttaggce
gtacacctgt
ggaagatgga
ctttctaaga

aatcagtact

ggtgacgtgc

ttttececetgg
tatgtcgtag
gacacccctg
tctggcaaaa
cacaaaggag
atttggtcca
tgcgaggcca
gatttgacat

ggagctgcta

24

tttttetgge
aattggattg
aagaagatgg
ccctgaccat
gcgaggttcet
ctgatatttt
agaattattc
tcagtgtcaa

cactctctge

atctccecte
gtatcecggat
tatcacctgg
ccaagtcaaa
aagccattcg
aaaggaccag
tggacgtttc
aagcagcaga

agagagagtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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agaggggaca acaaggagta tgagtactca gtggagtgcc aggaggacag tgcctgcecca 600
gctgctgagg agagtctgece cattgaggtc atggtggatg ccgttcacaa gctcaagtat 660
gaaaactaca ccagcagctt cttcatcagg gacatcatca aacctgaccce acccaagaac 720
ttgcagctga agccattaaa gaattctcgg caggtggagg tcagctggga gtaccctgac 780
acctggagta ctccacattc ctacttctce ctgacattct gegttcaggt ccagggcaag 840
agcaagagag aaaagaaaga tagagtcttc acggacaaga cctcagccac ggtcatctge 900
cgcaaaaatg ccagcattag cgtgcgggcc caggaccgct actatagctc atcttggage 960
gaatgggcat ctgtgcecctg cagtggagge ggtggctegg geggtggtgg gtegggtgge 1020
ggcggatcca gaaacctccce cgtggccact ccagacccag gaatgttccce atgcecttcac 1080
cactcccaaa acctgctgag ggccgtcage aacatgctcce agaaggccag acaaactcta 1140
gaattttacc cttgcacttec tgaagagatt gatcatgaag atatcacaaa agataaaacc 1200
agcacagtgg aggcctgttt accattggaa ttaaccaaga atgagagttg cctaaattcc 1260
agagagacct ctttcataac taatgggagt tgcctggcct ccagaaagac ctcecttttatg 1320
atggccetgt gecttagtag tatttatgaa gacttgaaga tgtaccaggt ggagttcaag 1380
accatgaatg caaagcttct gatggatcct aagaggcaga tctttctaga tcaaaacatg 1440
ctggcagtta ttgatgagct gatgcaggcc ctgaatttca acagtgagac tgtgccacaa 1500
aaatcctcece ttgaagaacc ggatttttat aaaactaaaa tcaagctctg catacttcett 1560
catgctttca gaattcggge agtgactatt gatagagtga tgagctatct gaatgcettcce 1620
aaggtggaca agagagttga gtccaaatat ggtcccccat gcccatcatg cccagcacct 1680
gagttcctgg ggggaccatc agtcttccetg ttcccecccaa aacccaagga cactctcecatg 1740
atctcecegga cccectgaggt cacgtgegtg gtggtggacg tgagccagga agaccccgag 1800
gtccagttca actggtacgt ggatggcgtg gaggtgcata atgccaagac aaagccgcecgg 1860
gaggagcagt tcaacagcac gtaccgtgtg gtcagegtcce tcaccgtcect gcaccaggac 1920
tggctgaacg gcaaggagta caagtgcaag gtctccaaca aaggcctcce gtcectccate 1980
gagaaaacca tctccaaagc caaagggcag ccccgagagc cacaggtgta caccctgccc 2040
ccatcececegg aggagatgac caagaaccag gtcagecctga cctgectggt caaaggettce 2100
taccccageg acatcgecegt ggagtgggag agcaatggge agccggagaa caactacaag 2160
accacgcctce cecgtgetgga ctccgacgge tecttcettee tctacagcag gectaaccgtg 2220
gacaagagca ggtggcagga ggggaatgtc ttctcatget cegtgatgca tgaggcectctg 2280
cacaaccact acacacagaa gagcctctcce ctgtctcectgg gtaaatga 2328
<210>8
<211>10994

25



<212> ADN
<213> artificial
<220>

ES 2 888249 T3

<223> vector de plasmido que codifica el marcador de Fc (murino)

<400> 8

ctcgcagcaa
gctggtgtcet
tagaataccc
tggaccatcce
ccccaaggtt
ctggtttgtg
caacagtacc
caaggagttc
ctcaaaaccc
acaaatgtcc
catcagtgtg
catcctggac
ttggttgcaa
cacacagaag
aggccggcaa
actagaatgc
gtaaccatta
caggttcagg
atggctgatt
acatgcagcet
ccegtecagge
aggatcgatg
gcggggcagt
ccacatgtga
ttataaatgg
cagtctgtgg
accaatgctg

acgtcaatca

agcaagatgt
ccactcatgg
aagcccagta
gtcttcatct
acgtgtgtgg
gacaacaaag
ttccgagtgg
aaatgcaagg
aaaggaagag
aagaagaagg
gagtgggaaa
tcggatggga
ggagaaattt
aacctgtctce
ggccggatce
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgtg
atgatccgge
cccggagacg
gtcagcgggt
cccegecceg
gcatgtaatc
cacggggggg
atgtgcacat
actgcaacac
ggggacatgt

gaggggcctg

gtcctcagaa
ccatgtggga
ccecececcagg
tcccecccaaa
tggtggatgt
aagtacacac
tcagtgcceccet
tcaacaacaa
cccagacacc
ttagtctgac
ggaacggaga
cctacttcct
ttacctgcte
gctecececetgg
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
tgcctegege
gtcacagcett
gttggcgggt
gacgaactaa
ccttcagttg
gaccaaacac
ttgccaacac
aacattgcct
acctcccagg

tgtagctacc

gctaaccatc
gctggagaag
ttecttcatge
gcccaaggat
gagcgaggat
agcctggacg
ccccatccag
agccctcecca
tcaagtatac
ctgecectggte
actggagcag
ctacagcaag
cgtggtgcat
taaatgagaa
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
gttteggtga
gtctgtaage
gtcggggege
acctgactac
gttggtacaa
aaaggggttc
tgagtggcectt
ttatgtgtaa
ggcccaggaa

gataagcgga

26

tcctggtttg
cttatcaaga
ccacctggta
gcactcatga
gacccagatg
cagcccegtg
caccaggact
gcccccatceg
accatacccce
accaacttct
gattacaaga
ctcactgtgg
gaggctctcc
cagcatctag
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaaacctcta
tgacggtgaa
ggatgccggg
agccatgagg
gacatctctg
cttgccaact
tctgactgta
tcatcctgga
ctcttggcetg
gactacggga

ccctcaagag

ccategtttt
gaatcgagcc
acatcttggg
tctccctaac
tccatgtcag
aagctcagta
ggatgagggg
agagaaccat
cacctecgtga
tctectgaage
acactccacc
atacagacag
ataaccacca
cggecegeteg
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
caaatgtggt
aacctctgac
agcagacaag
tcgactctag
ccecttette
gggcccetgtt
gttgacatcc
gcagactttg
aagctcttac
ggctacacca

ggcattagca

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



atagtgttta
agtatatact
tgctatcgaa
agctgtcacg
tcacaagggce
gcttecttcat
gtatgtgagg
ggggttcagt
ataaatacta
tggggacaag
cataatccta
acaggtgaac
agcagcggac
atggggccca
acgcgtcagce
ttggctgatt
tggcacccceg
tgcgatctgg
tcctcatatt
actacccaaa
tcctaatcta
tcctaattta
tcctaatcta
tcctaataga
cccaaatatc
aatctatatc
aatctatatc
aatctatatc
aatctgtatc
gtagtagagt

ttcgetgett

taaggcccce
atccagacta
ttagggttag
gttttattta
agtggctgaa
tctecttegt
tgctcgaaaa
ggtggcattg
gtgtaggaat
ccgtaaagac
gtgcaatatg
catgttgtta
tccactggtt
taaacaaaga
ccccacacgce
gtaaccccge
gggaatacct
aggacaaatt
cacgaggtcg
tatctggata
tatctgggta
tatctgggta
tatctgggta
gattagggta
tggatagcat
tgggtagcat
tgggtagtat
tgggtagcat
cgggtagcat
gggagtgcta

gtccttttee

ES 2 888249 T3

ttgttaaccce
accctaattc
taaaagggtc
catggggtca
gatcaaggag
ttagctaata
caaggtttca
tgctatgaca
gaaacattct
tggatgtcca
atactggggt
cactctattt
gtctctaaca
caagtggcca
cgeceectgegg
taaccactgce
gcataagtag
acacacactt
ctgagagcac
gcatatgcta
gcatatgcta
gcataggcta
gtatatgcta
gtatatgcta
atgctatcct
aggctatcct
atgctatcct
atgctatcct
atgctatcct
tcctttgeat

tgctggttge

taaacgggta
aatagcatat
ctaaggaaca
ggattccacg
cgggcagtga
gaataactgc
ggtgacgccc
ccaatataac
gaatatcttt
tctcacacga
tattaagatg
gtaacaaggg
cccccgaaaa
ctcttttttt
ttttggactg
ggtcaaacca
gtgggcggge
gcgcectgage
ggtgggctaa
tcctaatcta
tcctaatcta
tcctaatcta
tcctaatctg
tcctaattta
aatctatatc
aatctatatc
aatttatatc
aatctatatc
catgcatata
atgccgeccac

tceccattett

27

gcatatgcett
gttacccaac
gcgatatctce
agggtagtga
actctcctga
tgagttgtga
ccagaataaa
cctcacaaac
aacaatagaa
atttatggcet
tgtcccagge
gaaagagagt
ttaaacgggg
tgaaattgtg
taaaataagg
cttgcccaca
caagataggg
gccaagcaca
tgttgcecatg
tatctgggta
tatctgggta
tatctgggta
tatcecgggta
tatctgggta
tgggtagcat
tgggtagcat
tgggtagcat
tgggtagtat
cagtcagcat
ctcccaaggg

aggtgaattt

cccgggtagt
gggaagcata
ccaccccatg
accattttag
atcttegect
acagtaaggt
atttggacgg
cccttgggcea
atccatgggg
atgggcaaca
agggaccaag
ggacgccgac
ctccacgcecceca
gagtgggggc
gtgtaataac
aaaccactaa
gcgecgattge
gggttgttgg
ggtagcatat
gcataggcta
gtatatgcta
gcatatgcta
gcatatgcta
gcatatacta
atgctatcct
atgctatcct
aggctatcct
atgctatcct
atgataccca
ggcgtgaatt

aaggaggcca

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



ggctaaagcecce
cgagaaggtg
atgttgggag
tgatgtctac
agggcgtctce
ccttcatcte
aaccagggag
gtaggagcgg
atatgagttt
tgtgggcegg
tgtggaatag
tatacgaaca
gccaggagag
ccacgatgcet
ggtccagtge
ggcacgtcag
cctacagggt
gatgatgact
ctggctettt
ctacctccte
cceceggecte
ccteectgecce
cctgctectg
cctgececte
gcccctectg
gcccectectg
gcccctectg
gcccectecte
cctgeceecte
gctecetgecee
gccectecte

cctgecececte

gtcgecatgte
ttgagcgegg
gacgaaaatg
tggggattta
ctaacaagtt
cgtcatctecce
gcaaatctac
gctttgtcat
gtaaaaagac
gtccagggge
caagggcagt
caccggcgac
ctcttaaacc
ttccaaacca
ttgggeccectte
gctcaccatc
ggaaaaatgg
gactactggg
cacgacttcce
gaccccggcec
cacctcectge
ctcctgetece
ccectectge
ctgcceectece
ctecctgecce
cccctectge
ccecetectge
ctgctectge
ctgecccectcee
ctcctectge
ctgctectge

ctecectgetcee
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tgattgctca
agctgagtga
gtgacaagac
ttctttagtg
acatcactcc
gtcatcaccc
tccatcgtceca
aacaaggtcc
catgaaataa
cattccaaag
tcectegectt
ccaagttcct
ttctgcaatg
ccctecetttt
tcctgggtca
tgggccacct
ccttctacct
actcctggge
cceectgget
tccactacct
tcctgeecect
tgccectect
ccctectect
tgctectgece
tcctgetect
ccctectect
tcectgececcect
cccetectgee
tgcccectect
tcctgeeect
ccctectgee

tgcccectect

ccaggtaaat
cgtgacaaca
agatggccag
cgggggaata
tgcccettect
tcegeggeag
aagctgcaca
ttaatcgcecat
cagacaatgg
gggagacgac
aggttgtaaa
tecgteggtag
ttctcaaatt
ttgcgectge
tctgcegggge
tcttggtggt
ggagggggcc
ctcttttcete
ctttcacgtce
cctegacccece
cctgectectg
gccectectg
gctcctgece
cctectgece
gcccctectg
gctectgece
cctectgete
cctectectg
cctgctectg
cctgeeccte
cctecectgececce

gctcctgece
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gtcgctaatg
tgggtatgcc
aaatacacca
cacggctttt
caccctcatce
ccccttecac
cagtcaccct
ccttcaaaac
actcccttag
tcaatggtgt
gggaggtctt
tcctttctac
tcgggttgga
ctccatcacc
cctgetcetat
attcaaaata
tgcgeggtgg
cacgtccacg
ctctaccceg
ggcctccact
ccecctectece
ctcctgecee
ctecetgecce
ctcctgetece
ctecetgecce
ctcctgetece
ctgececectcee
ctecctgecece
cceccetectge
ctgcccectec
ctcctgecee

ctceegetcee

ttttccaacg
caattgcccce
acagcacgca
aatacgattg
tcecatcacct
cataggtgga
gatattgcag
ctcagcaaat
cgggccaggt
aagacgacat
actacctcca
gtgactccta
acctccttga
ctgaccececgg
cgcteeeggg
atcggcttce
agacccggat
acctctecce
gcggcectcca
gcctectega
tgcteetgee
tcectgeccect
tcctectget
tgcececetect
tcectgetect
tgecececetect
tgccectect
tcecteetget
ccctectect
tcectgetect
tccteetget

tgctecectget

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



cctgttecac
acaccatctc
cctegtecte
ccactgecege
ggtcctgtac
ttattagacg
cccaccctca
ctccgaacca
atcctcaaga
gctggacggt
cagagatgct
cgatgataag
tttttatagg
ggaaatgtgce
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
ctteceggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt

cttcattttt

cgtgggtececce
tatgtecttgg
gtcctettee
cggagcctte
ctggccececte
acgctcagtg
tccectteat
tcctegtect
tttgcegtect
agggatgggg
actggggcaa
ctgtcaaaca
ttaatgtcat
gcggaacccec
aataaccctg
tecegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcce
caactatgga
ggtaactgtc

aatttaaaag
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tttgcagcca
ccctgatect
ccgtectegt
tggtccagat
gtcagacatg
aatacaggga
ggtcgctgtc
catcaccaat
gagcctcaag
attctcggga
cggaagaaaa
tgagaattct
gataataatg
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattcecee
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgecge
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt

gatctaggtg

atgcaacttg
gagccgcccg
ccatggttat
gtgtctcect
attcacacta
gtgcagactc
agacagatcc
tactcgcage
ccaggcctca
cccctectet
gctgggtgeg
tgaagacgaa
gtttcttaga
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagecg
cccteecegta
agacagatcg
tactcatata

aagatccttt
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gacgtttttg
gggctcctgg
cacccccetet
tctctectag
aaagagatca
ctgcccececte
aggtctgaaa
ccggaaaact
aattcctcgt
tcctcecttceaa
gcctgtgagg
agggcctegt
cgtcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgecct
atcagttggg
agagttttcg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat

ttgataatct

gggtctcegg
tctteegect
tctttgaggt
gccatttcca
atagacatct
caacagcccc
attccccatc
cccgctgaac
ccccecttttt
ggtcaccaga
atcagcttat
gatacgccta
cacttttcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tcetgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atccegtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgategt
gatgcctgeca
agcttececegg
gcgcteggece
gtctegeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa

catgaccaaa

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320



atcccttaac
tcttettgag
ctaccagcgg
ggcttcagceca
cacttcaaga
gctgectgceca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgage
agcaacgcgg
tcgtcatcta
gcgagaagaa
tagcccageg
tggatatgtt
ctccaattct
ccgttgeteg
tatgatgaca
gtcggggcgg
caccgagcga
gggcaatgag
gaaaagttcg
ttcagcetteg
ttctacaaag
gtgcttgaca
ggtgtcacgt
gaggccatgg
ggaccgcaag
ccccatgtgt
gctctcegatg

gcggatttceg

gtgagttttce
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
cctgectgga
tcataatggg
cgtcggecee
ctgccaaggg
tggagtggtg
cgtttgetgg
caaaccccgce
cgeggtcecga
ccctgecageg
atatgaaaaa
acagcgtctc
atgtaggagg
atcgttatgt
ttggggaatt
tgcaagacct
atgcgatcge
gaatcggtca
atcactggca
agctgatget

gctccaacaa
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gttccactga
tctgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcectggtat
gtgatgctcg
gttcctggece
cagcatggcce
gaaggccatc
gagatgcgcce
ttggtttgeg
aatccgttag
cggtgtcece
ccagcgtett
ggtccactte
acccgcttaa
gcctgaactce
cgacctgatg
gcgtggatat
ttatcggcac
cagcgagagc
gcctgaaacce
tgcggececgat
atacactaca
aactgtgatg
ttgggccgag

tgtcctgacg

gcgtcagacce
atctgetget
gagctaccaa
gtccttcetag
tacctcgete
accgggttgg
ggttcgtgca
cgtgagctat
agcggcaggyg
ctttatagtc
tcaggggggc
ttttgectgge
tgcaacgcgg
cagcctcgeg
gcgtgcgget
cattcacagt
cgaggtgccg
ggaagaaata
gtcattggcg
gcatattaag
cagcgtcaac
accgcgacgt
cagctctcgg
gtcctgeggg
tttgcatcgg
ctgacctatt
gaactgcccg
cttagccaga
tggcgtgatt
gacgacaccg
gactgccceccg

gacaatggcc
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ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttee
tgtagcegta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtecgggtt
ggagcctatg
cttgaagctg
gcatccegat
tcgecgaacge
gctggagatg
tctccgcaag
ccetgettea
tatttgcatg
aattcgaaca
gtgacgcgtg
agcgtgeege
ctgtcgagaa
agggcgaaga
taaatagctg
ccgegetecee
gcatctececeg
ctgttctgceca
cgagcgggtt
tcatatgcge
tcagtgegtce
aagtccggca

gcataacagc

gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgctteccce
agagcgcacg
tcgeccaccte
gaaaaacgcc
tcectgatgg
gccgccggaa
cagcaagacg
gcggacgcga
aattgattgg
tceceegtgge
tctttagtte
cgcagatgca
tggcctcgaa
agatceceggg
gtttctgatce
atctcgtget
cgccgatggt
gattccggaa
ccgtgcacag
gccggtcecgeg
cggcccatte
gattgctgat
cgtcgegeag
cctegtgecac

ggtcattgac

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240



tggagcgagy
cegtggttgy
gcaggatcgc
agettggttg
gtecgatecy
tggacegaty
ccggatoggy
ccgogotatg
ataaacgcgg
ggggccaata
gedeaggget
gttagggacg
cgttgegtgy
cctgggcatg
caccccogac
toteatgttt
gecagaactgg
agtcattggt
atatcataat
attattgact
ggagttccge
cegeccatty
ttgacgteaa
tecatatgeca
tgcccagtac
cgctattace
ctcacgggga
aaatcaacgy
taggegtgta

tagaagetgg

<210>9

cgatgttogy
cttgtatgga
cgcggctecg
acggcaattt
gagecgggac
getgtgtaga
agatggggga
acggcaataa
ggttcggtee
egecegegtt
cgcagacaac
gggteccaea
ggtcaggtcce
gaccgcatgt
ccccaaaaac
gacagettat
taggtatgga
tatatageat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtecgecee
atgaccttac
atggtgatge
tttccaagte
gactttecaa
cggtgggagy

gtac

ES 2 888249 T3

ggattcccaa
gcagcagacyg
ggcgtatatg
c¢gatgatgea
tgtegggegt
agtactegec
ggctaactga
aaagacagaa
cagggcetgge
tettectttt
gteggggcgyg
tggggaatgg
acgactggac
actggcgcga
caccgcgegy
categeagat
agatctatac
aaatcaatat
atattggcectc
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
¢tattgacgt
gggactttec
ggttttggea
tcecacccecat
aatgtegtaa

tetatataag

tacgaggtcyg
cgctacttcyg
ctccgecattg
gettgggege
acacaaateqg
gatagtggaa
aacacggaag
taaaacgcac
actctgtega
coocaccoca
caggecctge
tttatggtte
tgagcagaca
cacgaacacc
atttctggceg
cogggcaacy
attgaatcaa
tggctattygg
atgtccaata
tacggggtca
tggccegect
teccatagta
aactgoccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacaccaat
tgacgtcaat
taacecegee

cagagetegt

31

ccaacatctt
agceggaggca
gtcttgacca
agggtegaty
ccogeagaag
acegacgeca
gagacaatac
gygtgttggy
taccccaceg
ccccccaagt
catagecact
gtgggggtta
gacccatggt
gggcgtctgt
tgccaagcta
ttgttgecat
tattggcaat
ccattgeata
tgaccgccat
ttagttcata
ggctgaccge
acgecaatag
ttggcagtac
aaatggoceyg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
cegttgacge

ttagtgaace

cttcetggagy
tccggagett
actctatcag
cgacgeaato
cgeggecgte
cageactegt
cggaaggaac
togtttgttc
agaccccatt
tegggtgaag
ggeceegtgyg
ttattttggg
ttttggatgg
ggctgccaaa
gtcgaccaat
tgctgcagge
tagecatatt
cgttgtatet
gttgacatty
gcccatatat
ccaacgacce
ggacttteca
atcaagtgta
coctggeatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggegy

gteagatete

8300

3360

3420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

10994
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<211>12539
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> vector de plasmido que codifica la construccién de fusion Fc-marcador IL-12

<400> 9

32



gtacctcgea
ttttgetggt
aggtggactyg
aagaagatga
cectgaceat
gcgagactcet
ctgaaatttt
cocggacggtt
agagecagtag
cagagaaggt
atgtcacetyg
agcagaataa
acccgococaa
agtaccctga
tocagegeaa
tectegtaga
cteaggateg
gatccggagy
cagtctctgy

acatggtgaa

atcatgaaga
tacacaagaa
geectgeccee
acttgaagat
atcagcagat
tgaatcataa
gagtgaaaat

acagggtgat

gcaaagcaaqg
gtctccacte
gactecegat
catcacetgy
cactgtcaaa
gagccactca
aaaaaatttc
cacgtgctca
cagttecocecct
cacactggac
cccaactgee
atatgagaac
gaacttgcayg
ctocctggage
gaaagaaaagq
gaagacatet
ctattacaat
cggtggoteyg
acctgccagy
gacggccaga
catcacacqag
cgagagttge
acagaagacg
gtaccagaca
cattctagac
tggecgagact
gaagetetge

gggctatety
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atgtgtccte

atggccatgt

goeccctggag
accteagace
gagtttcetag
catctgetge
aaaaacaaga
tggctggtge
gacteteggy
caaagggact
gaggagaced
tacagcacca
atgaagcectt
actccccatt
atgaaggaga
acegaagteoc
tactegtgea
ggcggtggty
tgtcttagee
gaaaaactga
gaccaaacea
ctggetacta
tectttgatga
gagttccagg
aagggcatge
ctgcgccaga
atcctgette

agectecgect

agaagctaac
gagagctaga
aaacagtgaa
agagacatgg
atgetggeca
tccacaagaa
ctttcctgaa
aaagaaacat
cagtgacatyg
atgagaagta
tgcccattga
gcttcttcat
tgaagaactc
cctacttcte
cagaggaggy
aatgcaaagg
geaagtggge
ggtcgggtgy
agtcccgaaa
aacattattc
geacattgaa
gagagactte
tgaccctgtg
ccatcaacgc
tggtggccat
aacctcectgt
acgectteag

tgatcaagag
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catctcctgg
gaaagacgtt
ccteacetgt
agtcatagge
gtacacctge
ggaaaatgga
gtgtgaagea
ggacttgaag
tggaatggeyg
tteagtgtec
actggegtty
cagggacatc
acaggtggag
cctcaagtte
gtgtaaccag
cgggaatgte
atgtgttece
cggcggatce
cctgctgaag
ctgcactget
gacctgttta
ttecacaaca
ccttggtage
agcacttcag
cgatgagctyg
gggagaagca
caccegegte

aategagect

tttgccateyg
tatgttgtag
gacacgecty
tetggaaaga
cacaaaggaqg
atttggtceca
ccaaattact
ttcaacatca
tetetgtetyg
tgccaggagy
gaagcacgge
atcaaaccayg
gtcagetyggy
tttgttegaa
aaaggtgegt
tgegtgeaag
tgcagggtec
agggtcattc
accacagatyg
gaagacatcg
ccactggaac
agagggagct
atctatgagg
aatcacaacc
atgcagtctc
gacccttaca
gtgaccatca

agaatacceca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



agccecagtac
tcttecatett
cgtgtgtggt
acaacaaaga
teccgagtggt
aatgcaaggt
aaggaagagc
agaagaaggh
agtgggaaag
cggatgggac
gagaaatttt
acctgteteg
goccggatceca
gtgaaaaaaa
aagetgeaat
ggaggtgtygy
tgatcegget
ccggagacgg
teagegggty
cccgocaegy
catgtaatcc
acggggaggyg
tgtgeacatt
ctgocaacaca
gggacatgta
aggggcctgt
aaggccccct
tccagactaa
tagggttagt

ttttatttac

gtggctgaag

ccceccaggt
ccccoccaaaqg
ggtggatgtg
agtacacaca
cagtgecocctc
caacaacaaa
ccagacacct
tagtctgace
gaacggagaa
ctacttccte
tacctgetce
ctecectggt
gacatgataa
tgetttattt
aaacaagtta
gaggtttttt
goctagegeg
tcacagecttg
ttggegggtyg
acgaactaaa
ctteagttgg
accasacaca
tgccaacact
acattgcctt
coteccaggyg
gtagctacecg
tgttaaccect
ccctaattea
aaaagggtec
atggggtcag

atcaaggagc
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toctteatgee
cccaaggatyg
agogaggatyg
gectggacge
ccecatoceage
gecoctocecag
caagtataca
tgcctggtca
ctggagcagy
tacagcaagc
gtggtgcatg
aaatgagaac
gatacattga
gtgaaatttyg
acaacaacaa
aaagcaagta
tttaggtgat
tctgtaageg
teggggegea
cotgactacy
ttggtacaac
aaggggttot
gagtggettt
tatgtgtaac
goccaggaag
ataagcggac
aaacgggtag
atagcatatg
taaggaacagqg
gattccacga

gggcagtgaa

cacectggtaa
cactcatgat
acccagatgt
agceccgtga
accaggactg
cccccatcga
ccataccceo
ccaacttctt
attacaagaa
tcactgtgga
aggctcteca
agcatctage
tgagtttgga
tgatgetatt
ttgeatteat
aaacctectac
gacggtgaaa
gatgccggga
gccatgaggt
acatctctge
ttgccaactyg
ctgactgtag
catcctggag
tecttggctga
actacgggag
cctcaagagg
catatgcttc
ttacccaacg
cgatatctec
gagtagtgaa

ctctcctgaa

34

catcttgggt
ctcectaace
ccatgteoage
agctecagtac
gatgaggggc
gagaaccatc
acctegtgaa
ctctgaagee
cactceaccc
tacagacagt
taaccaccac
ggcegetaga
caaaccacaa
getbttatttg
tttatgttte
aaatgtggta
acctetgaca
gcagacaagc
cgactetaga
cocttetteg
ggccetgtte
ttgacatcct
cagactttge
agctcttaca
gectacaccaa
gcattagcaa
cogggtagta
ggaagcatat
caccccatga
ccattttagt

tcttegectyg

ggaccatcag
cccaaggtta
tggtttgtygg
aacagtacct
aaggagttca
tcaaaaccca
caaatgtcca
atcagtgtgg
atcctggact
tggttgcaag
acacagaaga
ggccggceaag
ctagaatgca
taaccattat
aggttecaggyg
tggetgatta
catgecagete
cegtcaggeg
ggatecgatge
cggggcagtyg
cacatgtgac
tataaatgga
agtctgtgga
ccaatgctgg
cgtcaatcag
tagtgtttat
gtatatacta
gctatcgaat
getgtcacgg
cacaagggca

cttctteatt

1740

1800

1860

1820

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



ctecttogtt
gctcgaaaac
gtggcattgt
tgtaggaatg
cgtaaagact
tgcaatatga
atgttgttac
ccactggttyg
aaacaaagac
coccacacgoc
taacccaget
ggaatacetyg
ggacaaatta
acgaggtege
atctggatag
atctgggtag
atctgggtag
atctgggtag
attagggtag
ggatagecata
gggtagcata
gggtagtata
gggtagcata
gggtagcata
ggagtgetat
tectttteoct
tcgeatgtet
tgagcgegga
acgaaaatgg
ggggatttat
taacaagtta

gtecatcteceg

tagctaatag
aaggtttecag
gctatgacac
aaacattctg
ggatgtccat
tactggggtt
actctatttg
tctctaacac
aagtggccac
gccctgeggt
aaccactgog
cataagtagg
cacacacttg
tgagagcacyg
catatgctat
catatgctat
cataggctat
tatatgctat
tatatgctat
tgetatecta
ggctatccta
tgctatccta
tgctatecta
tgctateccte
cetttgeata
gectggttget
gattgctecac
getgagtgac
tgacaagaca
tctttagtge
catcactecct

tecatcacect
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aataactget
gtgacgccce
caatataace
aatatcttta
ctcacacgaa
attaagatgt
taacaagggyg
ccccgaaaat
tetttttttt
tttggactgt
gtcaaaccac
tgggogggee
cgcctgageg
gtgggctaat
cctaatctat
cctaatctat
cctaatotat
cotaatotgt
cctaatttat
atctatatcet
atctatatct
atttatatct
atctatatcet
atgcatatac
tgoogocace
cccattctta
caggtaaatg
gtgacaacat
gatggccaga
gggggaatac

gecectteocte

ccgcggeagc

gagttgtgaa
cagaataaaa
ctcacaaacc
acaatagaaa
tttatggeta
gtcceaggea
aaagagagtg
taaacgggge
gaaattgtgg
aaaataaggyg
ttgococacaa
aagatagggy
ccaagcacag
gttgocatgg
atctgggtag
atctgggtag
atctgggtag
atcogggtag
atctgggtag
gggtagcata
gggtagcata
gggtagcata
gggtagtata
agtcagcata
tecocaagggyg
ggtgaattta
tcgetaatgt
gggtatgcee
aatacaccaa
acggctttta
acccteatet

cccttoecace

35

cagtaaggtg
tttggacggy
cettgggeaa
tccatggggt
tgggcaacac
gggaccaaga
gacgccgaca
tccacgecaa
agtgggggca
tgtaataact
aaccactaat
cgoegattget
ggttgttggt
gtagcatata
cataggctat
tatatgctat
catatgetat
catatgctat
catatactac
tgctatocta
tgetatcecta
ggctatcecta
tgctatocta
tgatacccag
goegtgaattt
aggaggecag
tttccaacgc
aattgcccea
cagcacgcat
atacgattga
ccatecaccte

ataggtggaa

tatgtgaggt
gggttcagtyg
taaatactag
gygggacaagc
ataatcctag
caggtgaacc
grageggact
tggggcccat
cgcgtecagece
tggetgattg
ggcaccocgg
goegatetgga
cctcatattce
ctacccaaat
cotaatctat
cctaatttat
cctaatetat
cctaatagag
ccaaatatct
atctatatct
atctatatct
atctatatct
atctgtatce
tagtagagtg
tegetgetty
gctaaageceg
gagaaggtgt
tgttgggagg
gatgtctact
gggcgtectec

ctteatctee

accagggagg

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4380

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



caaatctact
ctttgtcata
taaaaagacc
tccaggggce
aagggcagtt
accggcgace
tettaaaccet
tccaaaccac
tgggecttcet
ctecaccatct
gaaaaatggc
actactggga
acgacttecc
accocggect
acctectget
tcetgetect
cccoctectgee
tgeccectect
tcetgoceect
cectcoctgee
cccectectget
tgeteeotgee
tgececectect
tecctectget
tgectectgee
tecectgotect
gtgggtccet
atgtcttgge
tcectettece
ggagcettet

tggceocteg

ccategtcaa
acaaggtcct
atgaaataac
attccaaagg
cctegeetta
caagttcectt
tetgeaatgt
cctecttttt
cctgggtecat
gggccacctt
cttctacctyg
ctectgggeco
cccctggete
ccactaccte
cctgocececte
geecctectg
cctectectg
gctectgeee
cctgctectg
cetectectg
cctgocececte
cetectgeee
gcecectecte
cctgececte
cctectgeece
gceccctectyg
ttgcageccaa
cctgatcctyg
cgtectegte
ggtccagatg

tcagacatga
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agcetgeoacac
taatcgcate
agacaatgga
ggagacgact
ggttgtaaag
cgtcggtagt
tectcaaattt
tgcgoctgee
ctgecggggec
cttggtggta
gagggggcct
tettttetee
tttcacgtec
ctogaceeeg
ctgcteoctge
ccectectktge
ctectgoceec
ctectgeoeoce
ccectectge
ctectgeece
ctectgoctec
ctectectktge
ctgctectge
ctgcecectee
ctectgcecec
ctectgeoeoce
tgcaacttgyg
agoccgecogy
catggttate
tgtetecett

ttcacactaa

agtcaccetg
cttcaaaacc
ctccettage
caatggtgta
ggaggtctta
cctttctacyg
egggttggaa
tccatcacce
ctgctctatc
ttcaaaataa
gcgeggtgga
acgtccacga
tctaccocogyg
gcectecactyg
cecctectect
tceoctgeeoeet
tectgoeect
tectgetect
tectgoeect
tceoctgetect
tgcocecectect
tceoctgeeoeet
cecctectgeco
tgececectect
tectgcoceect
teccecgetect
acgtttttgg
ggctectggt
accccctett
ctetectagg

aagagatcaa

36

atattgcagg
tcagcaaata
gggccaggtt
agacgacatt
ctacctecat
tgactecctag
ccteettgac
tgacceccggg
gctcoccaggy
teggettocce
gacccggatyg
cctetocoeoe
cggcctcoccac
cctectegac
gctcectgeec
cctgececote
ccteectgete
gccectectyg
cctgetecectg
gececctectg
gcccctoctg
cctectgete
cctectectg
cctgetectyg
cctectgete
gcteocctgetce
ggtcteeogga
cttcegecte
ctttgaggtcec
ccatttecag

tagacatctt

taggageggy
tatgagtttyg
gtgggccgay
gtggaatage
atacgaacac
ccaggagaga
cacgatgett
gtccagtgcet
gecacgtcagg
ctacagggtyg
atgatgactyg
tggctettte
taccteccteg
cceeggectee
ctcocctgecceco
ctgctectge
ctgcccetcoco
cccctectge
ccecctcetge
cceectectge
ccectceteco
ctgeecectee
ctcocctgecceco
ccecctoctee
ctgcececeteco
ctgttccace
caccatctct
ctcgtecteg
cactgeccgec
gtectgtace

tattagacga

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320



cgectcagtga
ccoectteoatg
cctegtocte
ttgegtectg
gggatgggga
ctggggcaac
tgtcaaacat
taatgtcatg
cggaaccect
ataaccctga
cegtgtogeoe
aacgctggtg
actggatete
gatgagcact
agagcaacte
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgetttt
gctgaatgaa
aacgttgcgc
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagtttteg
tcottttttt
ggtttgtttyg
agcgcagata
ctctgtagea

tggcgataag

atacagggag
gtegectgtea
atcaccaatt
agcctcaage
ttetoegggac
ggaagaaaaqg
gagaattett
ataataatgg
atttgtttat
taaatgette
cttattecect
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagttc
ggtegeegea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttecactgag
ctgegogtaa
ccoggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat

tegtgtetta
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tgecagactcc
gacagatcca
actcgcageoe
caggectcaa
ccectecteott
ctgggtgegy
gaagacgaaa
tttettagac
ttttctaaat
aataatattg
tttttgogge
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg
tacactatte
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagcegg
ccteceocegtat
gacagatcge
actcatatat
agatcctttt
cgtcagacce
tetgetgett
agctaccaac
tccttetagt
acctogotet

cogggttgga

tgececectceo
ggtctgaaaa
cggaaaactc
attecctegte
cctetteaag
cctgtgagga
gggectegtg
gteaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgeoott
tecagttgggt
gagttttcge
cgcggtatta
teagaatgac
agtaagagaa
tectgacaacg
tgtaactege
tgacaccacg
acttactcta
accacttetg
tgagcgtggg
cgtagttatc
tgagataggt
actttagatt
tgataatcte
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tettttteeg
gtagccgtag
gctaatcctyg

ctcaagacga

37

aacagccccc
tteececcatcee
ccgctgaaca
ccectttttg
gtcaccagac
tcagcttate
atacgcctat
acttttoggg
atgtatcege
agtatgagta
actgtttttg
gcacgagtgg
cccgaagaac
tecocgtgttg
ttggttgagt
ttatgcagtyg
atcggaggac
cttgategtt
atgcocctgecag
gctteocccgge
cgeteggooe
tetegeggta
tacacgacgg
gcectecactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccoge
aagqgtaacty
ttaggccace
ttaccagtgg

tagttacegy

ccaccctcat
tcocgaaccat
tcctcaagat
ctggacggta
agagatgcta
gatgataagc
ttttataggt
gaaatgtgog
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgcogggea
actecaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccegga
caatggcaac
aacaattaat
tteceggetgg
tecattgcage
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattttta
tcecttaacy
cttecttgaga
taccagoggt
gettcagecay
acttcaagaa
ctgotgocag

ataaggcgeca

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

B160

8220

8280

B340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

3000

9060

8120

9180

8240



geggtoggge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tcgatttttyg
ctttttacgy
ctgoctggac
cataatgggg
gtcggeeccg
tgecaagggt
ggagtggtga
gtttgetgge
aaaccccgce
goggtocgag
cctgrageoga
tatgaaaaag
cagoegtctce
tgtaggagygy
tcgttatgtt
tggggaattec
gcaagacctg
tgcgatcget
aatcggtcaa
teoactggeaa
gctgatgett
ctcocaacaat
gatgtteggg
ttgtatggag
gcggectecgg
cggcaattte

agccgggact

tgaacggggy
tacctacage
tatccggtaa
goctggtate
tgatgctogt
ttectggect
ageoatggeoet
aaggccatac
agatgcgeccg
tggtttgege
atcocgttage
ggtgtccceg
cagogtcttg
gtccactteyg
ccegcttaac
cctgaactca
gacctgatge
cgtggatatg
tatcggeact
agcgagagcc
cctgaaaceg
goeggocgate
tacactacat
actgtgatgyg
tgggcecgagy
gtectgacgg
gattcccaat
cagcagacge
gcgtatatge
gatgatgcag

gtcgggcgta
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gttogtgecac
gtgagctatg
geggoagggt
tttatagtece
caggggggcy
tttgetggeco
gcaacgoggyg
agcctegegt
cgtgcggcetg
attcacagtt
gaggtgccgc
gaagaaatat
tcattggcga
catattaagyg
agcgtcaaca
ccgogacgtc
agetctogga
tectgegggt
ttgcategge
tgacctattg
aactgocoge
ttagccagac
ggoegtgattt
acgacaccgt
actgcceocga
acaatggeeg
acgaggtcgc
getacttega
tecgeattgg
cttgggcgea

cacaaatcgc

acagcocagco
agaaagcgeco
cggaacagga
tgtegggttt
gagectatgy
ttgaageotgt
catcoegatyg
cgegaacgee
ctggagatgg
ctecgeoaaga
cctgetteat
atttgcatgt
attcgaacac
tgacgegtgt
gocgtgocgea
tgtcgagaag
gggcgaagaa
aaatagctge
cgcgctoeag
catctcecge
tgttetgeag
gagcgggtte
catatgcgeg
cagtgegteco
agtcecggecac
cataacageg
caacatctte
geggaggeat
tcttgaccaa
gggtegatge

ccgcagaagce

38

ttggagogaa
acgctteoeyg
gagcgcacga
cgocacctet
aaaaacgcca
ccctgatggt
ccgocggaag
agcaagacgt
cggacgcgat
attgattgge
cccocgtggee
ctttagttct
gcagatgcag
ggcctogaac
gatccogggy
tttctgatcy
tectogtgott
gecgatggtt
attccggaag
cgtgcacagy
ccggtegogg
ggcccatteyg
attgctgate
gtegegeagy
ctcgtgeacyg
gtecattgact
ttetggagge
coggagettyg
ctctatcaga
gacgcaatcyg

gceggeegtet

cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttec
gacttgageqg
gcaacgcggc
cgtecatctac
cgagaagaat
agcocagaege
ggatatgttc
tccaatteott
cgttgctege
atgatgacac
teggggcggc
accgagogac
ggcaatgaga
aaaagttcga
tcagetteoga
tctacaaaga
tgettgacat
gtgtcacgtt
aggccatgga
gaccgcaagy
cccatgtgta
ctetegatga
cggatttegyg
ggagcgagge
cgtggttggc
caggategec
gcttggttga
tccgatcegy

ggaccgatgg

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

3960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10280

11040

11100



ctgtgtagaa
gatgggggag
cggcaataaa
gtteggtecce
gocegagttt
goagocaacy
ggtcccccat
gtcaggtcca
accgcatgta
cccaaaaacc
acagettate
aggtatggaa
atatagcata
tgtacattta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtccocgoccoceo
tgaccttacg
tggtgatgeg
tteocaagtet

actttcecaaa

ggtgggaggt

gtactcgecg
gctaactgaa
aagacagaat
agggetggea
ctteoetttte
teggggegge
ggggaatggt
cgactggact
ctggcgcgac
accgagcegga
atagoagate
gatctataca
aatcaatatt
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggecag
ccaceocatt
atgtegtaat

ctatataage
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atagtggaaa

acacggaagg
aaaacgcacg
ctetgtegat
cccacaocac
aggeectgee
ttatggttcg
gagcagacag
acgaacaccg
tttetggogt
cgggeaacgt
ttgaatcaat
ggctattgge
tgtccaatat
acggggtcat
ggccegeety
cecatagtaa
actgeccact
aatgacggta
acttggcagt
tacaccaatg
gacgtcaatyg
aaccoagaod

agageteogtt

ccgacgocce
agacaatacc
ggtgttgggt
accocacega
cecccaagtt
atagecactyg
tgggggttat
acccatggtt
ggegtetgtg
gccaagetag
tgttgocatt
attggcaatt
cattgcatac
gaccgccatyg
tagttcatag
getgacegee
cgecaatagg
tggcagtaca
aatggcccge
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cgttgacgca

tagtgaaceg

agcactegte
ggaaggaacc
cgtttgttca
gaccecatty
cgggtgaagy
geecegtggy
tattttggge
tttggatgge
gctgccaaac
togaccaatt
gctgeaggey
agccatatta
gttgtatcta
ttgacattga
cccatatatg
caacgacecc
gactttecat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtecatc
goggtttgac
ttggeaccaa
aatgggeggt

tcagatetet

cggatcggga
cgogctatga
taaacgocggy
gggecaatac
cecagggete
ttagggacgg
gttgcgtggy
ctgggcatgg
acccccgacce
ctecatgtttg
cagaactggt
gtcattggtt
tatcataata
ttattgacta
gagttcocgeyg
cgceccattga
tgacgtcaat
catatgecaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggy
aggegtgtac

agaagetyg

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12539
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<220>
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<223> fusion entre la IL-12 humana e IgG4 Fc

<400> 1

Met Cys
1

Ala Ser

Val Glu

Thr Cys
50

Ser Ser
65

Glu Phe

Leu Ser

Ser Thr

Leu Arg

130

Leu Thr
145

His Gln

Pro Leu
20

Leu Asp
35

Asp Thr

Glu Val

Gly Asp

His Ser

100

Asp Tle
115

Cys Glu

Thr Ile

Gln Leu Val
5

Val Ala Ile

Trp Tyr Pro

Pro Glu Glu
55

Leu Gly Ser
70

Ala Gly Gln
85

Leu Leu Leu

Leu Lys Asp

Ala Lys Asn
135

Ser Thr Asp
150

Ile

Trp

Asp

40

Asp

Gly

Tyr

Leu

Gln

120

Tyr

Leu

Ser

Glu

25

Ala

Gly

Lys

Thr

His

105

Lys

Ser

Thr

40

Trp

10

Leu

Pro

Ile

Thr

Cys

90

Lys

Glu

Gly

Phe

Phe

Lys

Gly

Thr

Leu

75

His

Lys

Pro

Arg

Ser
155

Ser

Lys

Glu

Trp

Thr

Lys

Glu

Lys

Phe

140

VvVal

Leu

Asp

Met

45

Thr

Ile

Gly

Asp

Asn

125

Thr

Lys

val

val

30

Val

Leu

Gln

Gly

Gly

110

Lys

Cys

Ser

Phe

15

Tyr

Val

Asp

Val

Glu

95

Tle

Thr

Trp

Ser

Leu

val

Leu

Gln

Lys

80

Val

Trp

Phe

Trp

Arg
160



Gly

Ala

Cys

Glu

Ser

225

Leu

Glu

Phe

vVal

Ser

305

Glu

Gly

Pro

Val

Cys

385

Ser

Ser

Glu

Gln

Val

210

Ser

Gln

Tyr

Cys

Phe

290

Ile

Trp

Ser

Gly

Ser

370

Thr

Thr

Ser

Arg

Glu

195

Met

Phe

Leu

Pro

vVal

275

Thr

Ser

Ala

Gly

Met

355

Asn

Ser

Val

Asp

vVal

180

Asp

vVal

Phe

Lys

Asp

260

Gln

Asp

Val

Ser

Gly

340

Phe

Met

Glu

Glu

Pro

165

Arg

Ser

Asp

Ile

Pro

245

Thr

Val

Lys

Arg

Val

325

Gly

Pro

Leu

Glu

Ala
405
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Gln

Gly

Ala

Ala

Arg

230

Leu

Trp

Gln

Thr

Ala

310

Pro

Gly

Cys

Gln

Ile

390

Cys

Gly

Asp

Cys

vVal

215

Asp

Lys

Ser

Gly

Ser

295

Gln

Cys

Ser

Leu

Lys

375

Asp

Leu

Val

Asn

Pro

200

His

Ile

Asn

Thr

Lys

280

Ala

Asp

Ser

Arg

His

360

Ala

His

Pro

Thr

Lys

185

Ala

Lys

Ile

Ser

Pro

265

Ser

Thr

Arg

Gly

Asn

345

His

Arg

Glu

Leu

41

Cys

170

Glu

Ala

Leu

Lys

Arg

250

His

Lys

Val

Tyr

Gly

330

Leu

Ser

Gln

Asp

Glu
410

Gly

Tyr

Glu

Lys

Pro

235

Gln

Ser

Arg

Ile

Tyr

315

Gly

Pro

Gln

Thr

Ile

395

Leu

Ala

Glu

Glu

Tyr

220

Asp

Val

Tyr

Glu

Cys

300

Ser

Gly

Val

Asn

Leu

380

Thr

Thr

Ala

Tyr

Ser

205

Glu

Pro

Glu

Phe

Lys

285

Arg

Ser

Ser

Ala

Leu

365

Glu

Lys

Lys

Thr

Ser

190

Leu

Asn

Pro

vVal

Ser

270

Lys

Lys

Ser

Gly

Thr

350

Leu

Phe

Asp

Asn

Leu

175

vVal

Pro

Tyr

Lys

Ser

255

Leu

Asp

Asn

Trp

Gly

335

Pro

Arg

Tyr

Lys

Glu
415

Ser

Glu

Ile

Thr

Asn

240

Trp

Thr

Arg

Ala

Ser

320

Gly

Asp

Ala

Pro

Thr

400

Ser



Cys

Ala

Tyr

Lys

465

Leu

Thr

Lys

Thr

Arg

545

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

625

Trp

Pro

Leu

Ser

Glu

450

Leu

Ala

vVal

Ile

Ile

530

Val

Phe

Thr

VvVal

Val

610

Ser

Leu

Ser

Asn

Arg

435

Asp

Leu

vVal

Pro

Lys

515

Asp

Glu

Leu

Leu

Ser

595

Glu

Thr

Asn

Ser

Ser

420

Lys

Leu

Met

Ile

Gln

500

Leu

Arg

Ser

Gly

Met

580

Gln

Val

Tyr

Gly

Ile
660

Arg

Thr

Lys

Asp

Asp

485

Lys

Cys

Val

Lys

Gly

565

Ile

Glu

His

Arg

Lys

645

Glu

ES 2 888249 T3

Glu

Ser

Met

Pro

470

Glu

Ser

Ile

Met

Tyr

550

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

630

Glu

Lys

Thr

Phe

Tyr

455

Lys

Leu

Ser

Leu

Ser

535

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

615

Val

Tyr

Thr

Ser

Met

440

Gln

Arg

Met

Leu

Leu

520

Tyr

Pro

Val

Thr

Glu

600

Lys

Ser

Lys

Ile

Phe

425

Met

Vval

Gln

Gln

Glu

505

His

Leu

Pro

Phe

Pro

585

Vval

Thr

val

Cys

Ser
665

42

Ile

Ala

Glu

Ile

Ala

490

Glu

Ala

Asn

Cys

Leu

570

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

650

Lys

Thr

Leu

Phe

Phe

475

Leu

Pro

Phe

Ala

Pro

555

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

635

val

Ala

Asn

Cys

Lys

460

Leu

Asn

Asp

Arg

Ser

540

Ser

Pro

Thr

Asn

Arg

620

val

Ser

Lys

Gly

Leu

445

Thr

Asp

Phe

Phe

Ile

525

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

605

Glu

Leu

Asn

Gly

Ser

430

Ser

Met

Gln

Asn

Tyr

510

Arg

Val

Pro

Lys

Val

590

Tyr

Glu

His

Lys

Gln
670

Cys

Ser

Asn

Asn

Ser

495

Lys

Ala

Asp

Ala

Pro

575

Val

Val

Gln

Gln

Gly

655

Pro

Leu

Ile

Ala

Met

480

Glu

Thr

Val

Lys

Pro

560

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

640

Leu

Arg



10

Glu

Asn

Ile

705

Thr

Arg

Cys

Leu

<210>2

Pro

Gln

690

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
770

<211>781
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

675

Val

Val

Pro

Thr

Val

755

Leu

vVal

Ser

Glu

Pro

vVal

740

Met

Ser

Tyr

Leu

Trp

val

725

Asp

His

Leu

Thr

Thr

Glu

710

Leu

Lys

Glu

Gly

ES 2 888249 T3

Leu

Cys

695

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
775

Pro Pro
680

Leu Val

Asn Gly

Ser Asp

Arg Trp

745

Leu His
760

<223> construccion de fusion de IL-12 IgG3 Fc de murino

<400> 2

43

Ser

Lys

Gln

Gly

730

Gln

Asn

Pro

Gly

Pro

715

Ser

Glu

His

Glu

Phe

700

Glu

Phe

Gly

Tyr

Glu

685

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
765

Met

Pro

Asn

Leu

val

750

Gln

Thr

Ser

Tyr

Tyr

735

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

720

Ser

Ser

Ser



Met

Vval

val

Thr

Arg

65

Glu

Cys

Ser

Glu

Cys

50

His

Phe

Pro

Pro

Val

35

Asp

Gly

Leu

Gln

Leu

20

Asp

Thr

val

Asp

Lys

Met

Trp

Pro

Ile

Ala
85

Leu

Ala

Thr

Glu

Gly

70

Gly

ES 2 888249 T3

Thr

Met

Pro

Glu

55

Ser

Gln

Ile Ser

Trp Glu

25

Asp Ala

40

Asp Asp

Gly Lys

Tyr Thr

44

Trp

10

Leu

Pro

Ile

Thr

Cys
90

Phe

Glu

Gly

Thr

Leu

75

His

Ala

Lys

Glu

Trp

60

Thr

Lys

Ile

Asp

Thr

45

Thr

Ile

Gly

val

val

30

val

Ser

Thr

Gly

Leu

15

Tyr

Asn

Asp

val

Glu
95

Leu

Val

Leu

Gln

Lys

80

Thr



Leu

Ser

Glu

Arg

145

Asp

Val

Glu

Ala

Phe

225

Met

Asp

Arg

Asn

Cys

305

Ser

Gly

Ser

Thr

Ala

130

Asn

Ser

Thr

Asp

Leu

210

Phe

Lys

Ser

Ile

Gln

290

Lys

Ser

Gly

His

Glu

115

Pro

Met

Arg

Leu

Val

195

Glu

Ile

Pro

Trp

Gln

275

Lys

Gly

Cys

Gly

Ser

100

Ile

Asn

Asp

Ala

Asp

180

Thr

Ala

Arg

Leu

Ser

260

Arg

Gly

Gly

Ser

Ser
340

His

Leu

Tyr

Leu

Val

165

Gln

Cys

Arg

Asp

Lys

245

Thr

Lys

Ala

Asn

Lys

325

Gly

ES 2 888249 T3

Leu

Lys

Ser

Lys

150

Thr

Arg

Pro

Gln

Ile

230

Asn

Pro

Lys

Phe

Val

310

Trp

Gly

Leu

Asn

Gly

135

Phe

Cys

Asp

Thr

Gln

215

Ile

Ser

His

Glu

Leu

295

Cys

Ala

Gly

Leu

Phe

120

Arg

Asn

Gly

Tyr

Ala

200

Asn

Lys

Gln

Ser

Lys

280

Val

Val

Cys

Gly

His

105

Lys

Phe

Ile

Met

Glu

185

Glu

Lys

Pro

Val

Tyr

265

Met

Glu

Gln

Val

Ser
345

45

Lys

Asn

Thr

Lys

Ala

170

Lys

Glu

Tyr

Asp

Glu

250

Phe

Lys

Lys

Ala

Pro

330

Gly

Lys

Lys

Cys

Ser

155

Ser

Tyr

Thr

Glu

Pro

235

Val

Ser

Glu

Thr

Gln

315

Cys

Gly

Glu

Thr

Ser

140

Ser

Leu

Ser

Leu

Asn

220

Pro

Ser

Leu

Thr

Ser

300

Asp

Arg

Gly

Asn

Phe

125

Trp

Ser

Ser

Val

Pro

205

Tyr

Lys

Trp

Lys

Glu

285

Thr

Arg

Val

Gly

Gly

110

Leu

Leu

Ser

Ala

Ser

190

Ile

Ser

Asn

Glu

Phe

270

Glu

Glu

Tyr

Arg

Ser
350

Ile

Lys

Val

Ser

Glu

175

Cys

Glu

Thr

Leu

Tyr

255

Phe

Gly

Val

Tyr

Ser

335

Arg

Trp

Cys

Gln

Pro

160

Lys

Gln

Leu

Ser

Gln

240

Pro

Val

Cys

Gln

Asn

320

Gly

Val



Ile

Leu

His

385

Asp

Asn

Ser

Gly

Tle

465

Lys

Asn

Tyr

Arg

Ile

545

Ser

Phe

Val

Pro

Lys

370

Tyr

Gln

Glu

Cys

Ser

450

Asn

Gly

Gly

Arg

vVal

530

Lys

Ser

Pro

Thr

val

355

Thr

Ser

Thr

Ser

Leu

435

Ile

Ala

Met

Glu

VvVal

515

val

Arg

Cys

Pro

Cys

Ser

Thr

Cys

Ser

Cys

420

Pro

Tyr

Ala

Leu

Thr

500

Lys

Thr

Ile

Pro

Lys

580

Val

Gly

Asp

Thr

Thr

405

Leu

Pro

Glu

Leu

Val

485

Leu

Met

Ile

Glu

Pro

565

Pro

VvVal

ES 2 888249 T3

Pro

Asp

Ala

390

Leu

Ala

Gln

Asp

Gln

470

Ala

Arg

Lys

Asn

Pro

550

Gly

Lys

Val

Ala

Met

375

Glu

Lys

Thr

Lys

Leu

455

Asn

Ile

Gln

Leu

Arg

535

Arg

Asn

Asp

Asp

Arg

360

Val

Asp

Thr

Arg

Thr

440

Lys

His

Asp

Lys

Cys

520

vVal

Ile

Ile

Ala

Val

Cys

Lys

Ile

Cys

Glu

425

Ser

Met

Asn

Glu

Pro

505

Tle

Met

Pro

Leu

Leu

585

Ser

46

Leu

Thr

Asp

Leu

410

Thr

Leu

Tyr

His

Leu

490

Pro

Leu

Gly

Lys

Gly

570

Met

Glu

Ser

Ala

His

395

Pro

Ser

Met

Gln

Gln

475

Met

Val

Leu

Tyr

Pro

555

Gly

Ile

Asp

Gln

Arg

380

Glu

Leu

Ser

Met

Thr

460

Gln

Gln

Gly

His

Leu

540

Ser

Pro

Ser

Asp

Ser

365

Glu

Asp

Glu

Thr

Thr

445

Glu

Ile

Ser

Glu

Ala

525

Ser

Thr

Ser

Leu

Pro

Arg

Lys

Ile

Leu

Thr

430

Leu

Phe

Tle

Leu

Ala

510

Phe

Ser

Pro

Val

Thr

590

Asp

Asn

Leu

Thr

His

415

Arg

Cys

Gln

Leu

Asn

495

Asp

Ser

Ala

Pro

Phe

575

Pro

Val

Leu

Lys

Arg

400

Lys

Gly

Leu

Ala

Asp

480

His

Pro

Thr

Leu

Gly

560

Ile

Lys

His
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Val

Pro

625

Pro

Val

Pro

Arg

Asn

705

Leu

Thr

Gln

His

<210>3
<211>17

Ser

610

Arg

Ile

Asn

Lys

Glu

690

Phe

Glu

Tyr

Gly

His
770

<212> ADN

<213> artificial

<220>

595

Trp

Glu

Gln

Asn

Gly

675

Gln

Phe

Gln

Phe

Glu

755

Thr

Phe

Ala

His

Lys

660

Arg

Met

Ser

Asp

Leu

740

Ile

Gln

<223> cebador de PCR

<400> 3

acacacagcc tggacgc

<210>4

Val

Gln

Gln

645

Ala

Ala

Ser

Glu

Tyr

725

Tyr

Phe

Lys

17

Asp

Tyr

630

Asp

Leu

Gln

Lys

Ala

710

Lys

Ser

Thr

Asn

ES 2 888249 T3

Asn

615

Asn

Trp

Pro

Thr

Lys

695

Tle

Asn

Lys

Cys

Leu
775

600

Lys

Ser

Met

Ala

Pro

680

Lys

Ser

Thr

Leu

Ser

760

Ser

Glu

Thr

Arg

Pro

665

Gln

Val

Val

Pro

Thr

745

val

Arg

47

Val

Phe

Gly

650

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

730

VvVal

VvVal

Ser

His

Arg

635

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

715

Ile

Asp

His

Pro

Thr

620

Val

Glu

Arg

Thr

Thr

700

Glu

Leu

Thr

Glu

Gly
780

605

Ala

Val

Phe

Thr

Ile

685

Cys

Arg

Asp

Asp

Ala

765

Lys

Trp

Ser

Lys

Ile

670

Pro

Leu

Asn

Ser

Ser

750

Leu

Thr

Ala

Cys

655

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

735

Trp

His

Gln

Leu

640

Lys

Lys

Pro

Thr

Glu

720

Gly

Leu

Asn



10

15

<211>20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 4
catttgaact ccttgcccct 20

<210>5

<211>219

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

ES 2 888249 T3

48



5

Met

Asp

Gly

Ser

Thr

65

Thr

Leu

Ser

Glu

Leu

145

Ala

Val

Ile

Ile

<210>6

Cys

His

Met

Asn

50

Ser

Val

Asn

Arg

Asp

130

Leu

Vval

Pro

Lys

Asp
210

<211>328

Pro

Leu

Phe

35

Met

Glu

Glu

Ser

Lys

115

Leu

Met

Ile

Gln

Leu
195

Arg

Ala

Ser

20

Pro

Leu

Glu

Ala

Arg

100

Thr

Lys

Asp

Asp

Lys
180

Cys

Val

Arg

Leu

Cys

Gln

Ile

Cys

85

Glu

Ser

Met

Pro

Glu

165

Ser

Ile

Met

Ser

Ala

Leu

Lys

Asp

70

Leu

Thr

Phe

Tyr

Lys

150

Leu

Ser

Leu

Ser

ES 2 888249 T3

Leu

Arg

His

Ala

55

His

Pro

Ser

Met

Gln

135

Arg

Met

Leu

Leu

Tyr
215

Leu

Asn

His

40

Arg

Glu

Leu

Phe

Met

120

Val

Gln

Gln

Glu

His
200

Leu

Leu

Leu

25

Ser

Gln

Asp

Glu

Ile

105

Ala

Glu

Ile

Ala

Glu
185

Ala

Asn

49

Vval

10

Pro

Gln

Thr

Ile

Leu

90

Thr

Leu

Phe

Phe

Leu

170

Pro

Phe

Ala

Ala

val

Asn

Leu

Thr

75

Thr

Asn

Cys

Lys

Leu

155

Asn

Asp

Arg

Ser

Thr

Ala

Leu

Glu

60

Lys

Lys

Gly

Leu

Thr

140

Asp

Phe

Phe

Ile

Leu

Thr

Leu

45

Phe

Asp

Asn

Ser

Ser

125

Met

Gln

Asn

Tyr

Arg
205

val

Pro

30

Arg

Tyr

Lys

Glu

Cys

110

Ser

Asn

Asn

Ser

Lys
190

Ala

Leu

15

Asp

Ala

Pro

Thr

Ser
95

Leu

Ile

Ala

Met

Glu

175

Thr

val

Leu

Pro

Val

Cys

Ser

80

Cys

Ala

Tyr

Lys

Leu

160

Thr

Lys

Thr



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met

1

Ala

Val

Thr

Ser

65

Glu

Leu

Ser

Leu

Leu

145

Gly

Ala

Cys

Ser

Glu

Cys

50

Ser

Phe

Ser

Thr

Arg

130

Thr

Ser

Glu

His

Pro

Leu

35

Asp

Glu

Gly

His

Asp

115

Thr

Ser

Arg

Gln

Leu

20

Asp

Thr

Val

Asp

Ser

100

Ile

Glu

Ile

Asp

Val
180

Gln

val

Trp

Pro

Leu

Ala

85

Leu

Leu

Ala

Ser

Pro

165

Arg

Leu

Ala

Tyr

Glu

Gly

70

Gly

Leu

Lys

Lys

Thr

150

Gln

Gly

ES 2 888249 T3

val

Ile

Pro

Glu

55

Ser

Gln

Leu

Asp

Asn

135

Asp

Gly

Asp

Ile

Trp

Asp

40

Asp

Gly

Tyr

Leu

Gln

120

Tyr

Leu

Val

Asn

Ser

Glu

25

Ala

Gly

Lys

Thr

His

105

Lys

Ser

Thr

Thr

Lys
185

50

Trp

10

Leu

Pro

Ile

Thr

Cys
90

Lys

Glu

Phe

Cys
170

Glu

Phe

Lys

Gly

Thr

Leu

75

His

Lys

Pro

Arg

Ser

155

Gly

Tyr

Ser

Lys

Glu

Trp

60

Thr

Lys

Glu

Lys

Phe

140

Val

Ala

Glu

Leu

Asp

Met

45

Thr

Ile

Gly

Asp

Asn

125

Thr

Lys

Ala

Tyr

val

val

30

Val

Leu

Gln

Gly

Gly

110

Lys

Cys

Ser

Thr

Ser
190

Phe

15

Tyr

Val

Asp

Val

Glu

95

Ile

Thr

Trp

Ser

Leu

175

Val

Leu

val

Leu

Gln

Lys

Val

Trp

Phe

Trp

Arg

160

Ser

Glu



10

Cys

Glu

Ser

225

Leu

Glu

Phe

Val

Ser

305

Glu

<210>7

Gln

Val

210

Ser

Gln

Tyr

Cys

Phe

290

Ile

Trp

<211>2328
<212> ADN

<213> artificial

<220>

Glu

195

Met

Phe

Leu

Pro

Val

275

Thr

Ser

Ala

Asp

Val

Phe

Lys

Asp

260

Gln

Asp

VvVal

Ser

Ser

Asp

Ile

Pro

245

Thr

Val

Lys

Arg

val
325

Ala

Ala

Arg

230

Leu

Trp

Gln

Thr

Ala

310

Pro

ES 2 888249 T3

Cys

Val

215

Asp

Lys

Ser

Gly

Ser

295

Gln

Cys

Pro

200

His

Ile

Asn

Thr

Lys

280

Ala

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Ser

Pro

265

Ser

Thr

Arg

Ala

Leu

Lys

Arg

250

His

Lys

Val

Tyr

Glu

Lys

Pro

235

Gln

Ser

Arg

Tle

Tyr
315

Glu

Tyr

220

Asp

Val

Tyr

Glu

Cys

300

Ser

Ser

205

Glu

Pro

Glu

Phe

Lys

285

Arg

Ser

Leu

Asn

Pro

Val

Ser

270

Lys

Lys

Ser

Pro

Tyr

Lys

Ser

255

Leu

Asp

Asn

Trp

<223> construccion de expresion, secuencia codificante para la proteina de fusion IL-12 IgG4 Fc

<400> 7

51

Ile

Thr

Asn

240

Trp

Thr

Arg

Ala

Ser
320



atgtgtcacc
gtggccatat
gcecectggag
accttggacc
gagtttggag
ctcctgetge
aaagaaccca
acctgetggt

ggctcttctg

agcagttggt
gggaactgaa
aaatggtggt
agagcagtga
atgctggcca
ttcacaaaaa
aaaataagac
ggctgacgac

acccccaagg

ES 2 888249 T3

catctcttgg
gaaagatgtt
cctcacctgt
ggtcttaggce
gtacacctgt
ggaagatgga
ctttctaaga

aatcagtact

ggtgacgtgc

ttttececetgg
tatgtcgtag
gacacccctg
tctggcaaaa
cacaaaggag
atttggtcca
tgcgaggcca
gatttgacat

ggagctgcta

52

tttttetgge
aattggattg
aagaagatgg
ccctgaccat
gcgaggttcet
ctgatatttt
agaattattc
tcagtgtcaa

cactctctge

atctccecte
gtatcecggat
tatcacctgg
ccaagtcaaa
aagccattcg
aaaggaccag
tggacgtttc
aagcagcaga

agagagagtc

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ES 2 888249 T3

agaggggaca acaaggagta tgagtactca gtggagtgcc aggaggacag tgcctgcecca 600
gctgctgagg agagtctgece cattgaggtc atggtggatg ccgttcacaa gctcaagtat 660
gaaaactaca ccagcagctt cttcatcagg gacatcatca aacctgaccce acccaagaac 720
ttgcagctga agccattaaa gaattctcgg caggtggagg tcagctggga gtaccctgac 780
acctggagta ctccacattc ctacttctce ctgacattct gegttcaggt ccagggcaag 840
agcaagagag aaaagaaaga tagagtcttc acggacaaga cctcagccac ggtcatctge 900
cgcaaaaatg ccagcattag cgtgcgggcc caggaccgct actatagctc atcttggage 960
gaatgggcat ctgtgcecctg cagtggagge ggtggctegg geggtggtgg gtegggtgge 1020
ggcggatcca gaaacctccce cgtggccact ccagacccag gaatgttccce atgcecttcac 1080
cactcccaaa acctgctgag ggccgtcage aacatgctcce agaaggccag acaaactcta 1140
gaattttacc cttgcacttec tgaagagatt gatcatgaag atatcacaaa agataaaacc 1200
agcacagtgg aggcctgttt accattggaa ttaaccaaga atgagagttg cctaaattcc 1260
agagagacct ctttcataac taatgggagt tgcctggcct ccagaaagac ctcecttttatg 1320
atggccetgt gecttagtag tatttatgaa gacttgaaga tgtaccaggt ggagttcaag 1380
accatgaatg caaagcttct gatggatcct aagaggcaga tctttctaga tcaaaacatg 1440
ctggcagtta ttgatgagct gatgcaggcc ctgaatttca acagtgagac tgtgccacaa 1500
aaatcctcece ttgaagaacc ggatttttat aaaactaaaa tcaagctctg catacttcett 1560
catgctttca gaattcggge agtgactatt gatagagtga tgagctatct gaatgcettcce 1620
aaggtggaca agagagttga gtccaaatat ggtcccccat gcccatcatg cccagcacct 1680
gagttcctgg ggggaccatc agtcttccetg ttcccecccaa aacccaagga cactctcecatg 1740
atctcecegga cccectgaggt cacgtgegtg gtggtggacg tgagccagga agaccccgag 1800
gtccagttca actggtacgt ggatggcgtg gaggtgcata atgccaagac aaagccgcecgg 1860
gaggagcagt tcaacagcac gtaccgtgtg gtcagegtcce tcaccgtcect gcaccaggac 1920
tggctgaacg gcaaggagta caagtgcaag gtctccaaca aaggcctcce gtcectccate 1980
gagaaaacca tctccaaagc caaagggcag ccccgagagc cacaggtgta caccctgccc 2040
ccatcececegg aggagatgac caagaaccag gtcagecctga cctgectggt caaaggettce 2100
taccccageg acatcgecegt ggagtgggag agcaatggge agccggagaa caactacaag 2160
accacgcctce cecgtgetgga ctccgacgge tecttcettee tctacagcag gectaaccgtg 2220
gacaagagca ggtggcagga ggggaatgtc ttctcatget cegtgatgca tgaggcectctg 2280
cacaaccact acacacagaa gagcctctcce ctgtctcectgg gtaaatga 2328
<210>8
<211>10994
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<212> ADN
<213> artificial
<220>

ES 2 888249 T3

<223> vector de plasmido que codifica el marcador de Fc (murino)

<400> 8

ctcgcagcaa
gctggtgtcet
tagaataccc
tggaccatcce
ccccaaggtt
ctggtttgtg
caacagtacc
caaggagttc
ctcaaaaccc
acaaatgtcc
catcagtgtg
catcctggac
ttggttgcaa
cacacagaag
aggccggcaa
actagaatgc
gtaaccatta
caggttcagg
atggctgatt
acatgcagcet
ccegtecagge
aggatcgatg
gcggggcagt
ccacatgtga
ttataaatgg
cagtctgtgg
accaatgctg

acgtcaatca

agcaagatgt
ccactcatgg
aagcccagta
gtcttcatct
acgtgtgtgg
gacaacaaag
ttccgagtgg
aaatgcaagg
aaaggaagag
aagaagaagg
gagtgggaaa
tcggatggga
ggagaaattt
aacctgtctce
ggccggatce
agtgaaaaaa
taagctgcaa
gggaggtgtg
atgatccgge
cccggagacg
gtcagcgggt
cccegecceg
gcatgtaatc
cacggggggg
atgtgcacat
actgcaacac
ggggacatgt

gaggggcctg

gtcctcagaa
ccatgtggga
ccecececcagg
tcccecccaaa
tggtggatgt
aagtacacac
tcagtgcceccet
tcaacaacaa
cccagacacc
ttagtctgac
ggaacggaga
cctacttcct
ttacctgcte
gctecececetgg
agacatgata
atgctttatt
taaacaagtt
ggaggttttt
tgcctegege
gtcacagcett
gttggcgggt
gacgaactaa
ccttcagttg
gaccaaacac
ttgccaacac
aacattgcct
acctcccagg

tgtagctacc

gctaaccatc
gctggagaag
ttecttcatge
gcccaaggat
gagcgaggat
agcctggacg
ccccatccag
agccctcecca
tcaagtatac
ctgecectggte
actggagcag
ctacagcaag
cgtggtgcat
taaatgagaa
agatacattg
tgtgaaattt
aacaacaaca
taaagcaagt
gttteggtga
gtctgtaage
gtcggggege
acctgactac
gttggtacaa
aaaggggttc
tgagtggcectt
ttatgtgtaa
ggcccaggaa

gataagcgga
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tcctggtttg
cttatcaaga
ccacctggta
gcactcatga
gacccagatg
cagcccegtg
caccaggact
gcccccatceg
accatacccce
accaacttct
gattacaaga
ctcactgtgg
gaggctctcc
cagcatctag
atgagtttgg
gtgatgctat
attgcattca
aaaacctcta
tgacggtgaa
ggatgccggg
agccatgagg
gacatctctg
cttgccaact
tctgactgta
tcatcctgga
ctcttggcetg
gactacggga

ccctcaagag

ccategtttt
gaatcgagcc
acatcttggg
tctccctaac
tccatgtcag
aagctcagta
ggatgagggg
agagaaccat
cacctecgtga
tctectgaage
acactccacc
atacagacag
ataaccacca
cggecegeteg
acaaaccaca
tgctttattt
ttttatgttt
caaatgtggt
aacctctgac
agcagacaag
tcgactctag
ccecttette
gggcccetgtt
gttgacatcc
gcagactttg
aagctcttac
ggctacacca

ggcattagca

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



atagtgttta
agtatatact
tgctatcgaa
agctgtcacg
tcacaagggce
gcttecttcat
gtatgtgagg
ggggttcagt
ataaatacta
tggggacaag
cataatccta
acaggtgaac
agcagcggac
atggggccca
acgcgtcagce
ttggctgatt
tggcacccceg
tgcgatctgg
tcctcatatt
actacccaaa
tcctaatcta
tcctaattta
tcctaatcta
tcctaataga
cccaaatatc
aatctatatc
aatctatatc
aatctatatc
aatctgtatc
gtagtagagt

ttcgetgett

taaggcccce
atccagacta
ttagggttag
gttttattta
agtggctgaa
tctecttegt
tgctcgaaaa
ggtggcattg
gtgtaggaat
ccgtaaagac
gtgcaatatg
catgttgtta
tccactggtt
taaacaaaga
ccccacacgce
gtaaccccge
gggaatacct
aggacaaatt
cacgaggtcg
tatctggata
tatctgggta
tatctgggta
tatctgggta
gattagggta
tggatagcat
tgggtagcat
tgggtagtat
tgggtagcat
cgggtagcat
gggagtgcta

gtccttttee
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ttgttaaccce
accctaattc
taaaagggtc
catggggtca
gatcaaggag
ttagctaata
caaggtttca
tgctatgaca
gaaacattct
tggatgtcca
atactggggt
cactctattt
gtctctaaca
caagtggcca
cgeceectgegg
taaccactgce
gcataagtag
acacacactt
ctgagagcac
gcatatgcta
gcatatgcta
gcataggcta
gtatatgcta
gtatatgcta
atgctatcct
aggctatcct
atgctatcct
atgctatcct
atgctatcct
tcctttgeat

tgctggttge

taaacgggta
aatagcatat
ctaaggaaca
ggattccacg
cgggcagtga
gaataactgc
ggtgacgccc
ccaatataac
gaatatcttt
tctcacacga
tattaagatg
gtaacaaggg
cccccgaaaa
ctcttttttt
ttttggactg
ggtcaaacca
gtgggcggge
gcgcectgage
ggtgggctaa
tcctaatcta
tcctaatcta
tcctaatcta
tcctaatctg
tcctaattta
aatctatatc
aatctatatc
aatttatatc
aatctatatc
catgcatata
atgccgeccac

tceccattett
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gcatatgcett
gttacccaac
gcgatatctce
agggtagtga
actctcctga
tgagttgtga
ccagaataaa
cctcacaaac
aacaatagaa
atttatggcet
tgtcccagge
gaaagagagt
ttaaacgggg
tgaaattgtg
taaaataagg
cttgcccaca
caagataggg
gccaagcaca
tgttgcecatg
tatctgggta
tatctgggta
tatctgggta
tatcecgggta
tatctgggta
tgggtagcat
tgggtagcat
tgggtagcat
tgggtagtat
cagtcagcat
ctcccaaggg

aggtgaattt

cccgggtagt
gggaagcata
ccaccccatg
accattttag
atcttegect
acagtaaggt
atttggacgg
cccttgggcea
atccatgggg
atgggcaaca
agggaccaag
ggacgccgac
ctccacgcecceca
gagtgggggc
gtgtaataac
aaaccactaa
gcgecgattge
gggttgttgg
ggtagcatat
gcataggcta
gtatatgcta
gcatatgcta
gcatatgcta
gcatatacta
atgctatcct
atgctatcct
aggctatcct
atgctatcct
atgataccca
ggcgtgaatt

aaggaggcca

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



ggctaaagcecce
cgagaaggtg
atgttgggag
tgatgtctac
agggcgtctce
ccttcatcte
aaccagggag
gtaggagcgg
atatgagttt
tgtgggcegg
tgtggaatag
tatacgaaca
gccaggagag
ccacgatgcet
ggtccagtge
ggcacgtcag
cctacagggt
gatgatgact
ctggctettt
ctacctccte
cceceggecte
ccteectgecce
cctgctectg
cctgececte
gcccctectg
gcccectectg
gcccctectg
gcccectecte
cctgeceecte
gctecetgecee
gccectecte

cctgecececte

gtcgecatgte
ttgagcgegg
gacgaaaatg
tggggattta
ctaacaagtt
cgtcatctecce
gcaaatctac
gctttgtcat
gtaaaaagac
gtccagggge
caagggcagt
caccggcgac
ctcttaaacc
ttccaaacca
ttgggeccectte
gctcaccatc
ggaaaaatgg
gactactggg
cacgacttcce
gaccccggcec
cacctcectge
ctcctgetece
ccectectge
ctgcceectece
ctecctgecce
cccctectge
ccecetectge
ctgctectge
ctgecccectcee
ctcctectge
ctgctectge

ctecectgetcee
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tgattgctca
agctgagtga
gtgacaagac
ttctttagtg
acatcactcc
gtcatcaccc
tccatcgtceca
aacaaggtcc
catgaaataa
cattccaaag
tcectegectt
ccaagttcct
ttctgcaatg
ccctecetttt
tcctgggtca
tgggccacct
ccttctacct
actcctggge
cceectgget
tccactacct
tcctgeecect
tgccectect
ccctectect
tgctectgece
tcctgetect
ccctectect
tcectgececcect
cccetectgee
tgcccectect
tcctgeeect
ccctectgee

tgcccectect

ccaggtaaat
cgtgacaaca
agatggccag
cgggggaata
tgcccettect
tcegeggeag
aagctgcaca
ttaatcgcecat
cagacaatgg
gggagacgac
aggttgtaaa
tecgteggtag
ttctcaaatt
ttgcgectge
tctgcegggge
tcttggtggt
ggagggggcc
ctcttttcete
ctttcacgtce
cctegacccece
cctgectectg
gccectectg
gctcctgece
cctectgece
gcccctectg
gctectgece
cctectgete
cctectectg
cctgctectg
cctgeeccte
cctecectgececce

gctcctgece
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gtcgctaatg
tgggtatgcc
aaatacacca
cacggctttt
caccctcatce
ccccttecac
cagtcaccct
ccttcaaaac
actcccttag
tcaatggtgt
gggaggtctt
tcctttctac
tcgggttgga
ctccatcacc
cctgetcetat
attcaaaata
tgcgeggtgg
cacgtccacg
ctctaccceg
ggcctccact
ccecctectece
ctcctgecee
ctecetgecce
ctcctgetece
ctecetgecce
ctcctgetece
ctgececectcee
ctecctgecece
cceccetectge
ctgcccectec
ctcctgecee

ctceegetcee

ttttccaacg
caattgcccce
acagcacgca
aatacgattg
tcecatcacct
cataggtgga
gatattgcag
ctcagcaaat
cgggccaggt
aagacgacat
actacctcca
gtgactccta
acctccttga
ctgaccececgg
cgcteeeggg
atcggcttce
agacccggat
acctctecce
gcggcectcca
gcctectega
tgcteetgee
tcectgeccect
tcctectget
tgcececetect
tcectgetect
tgecececetect
tgccectect
tcecteetget
ccctectect
tcectgetect
tccteetget

tgctecectget

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



cctgttecac
acaccatctc
cctegtecte
ccactgecege
ggtcctgtac
ttattagacg
cccaccctca
ctccgaacca
atcctcaaga
gctggacggt
cagagatgct
cgatgataag
tttttatagg
ggaaatgtgce
ctcatgagac
attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg
cgttttccaa
gacgccggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
ctteceggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt

cttcattttt

cgtgggtececce
tatgtecttgg
gtcctettee
cggagcctte
ctggccececte
acgctcagtg
tccectteat
tcctegtect
tttgcegtect
agggatgggg
actggggcaa
ctgtcaaaca
ttaatgtcat
gcggaacccec
aataaccctg
tecegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcce
caactatgga
ggtaactgtc

aatttaaaag
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tttgcagcca
ccctgatect
ccgtectegt
tggtccagat
gtcagacatg
aatacaggga
ggtcgctgtc
catcaccaat
gagcctcaag
attctcggga
cggaagaaaa
tgagaattct
gataataatg
tatttgttta
ataaatgctt
ccttattcecee
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt
cggtcgecge
gcatcttacg
taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt

gatctaggtg

atgcaacttg
gagccgcccg
ccatggttat
gtgtctcect
attcacacta
gtgcagactc
agacagatcc
tactcgcage
ccaggcctca
cccctectet
gctgggtgeg
tgaagacgaa
gtttcttaga
tttttctaaa
caataatatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagecg
cccteecegta
agacagatcg
tactcatata

aagatccttt
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gacgtttttg
gggctcctgg
cacccccetet
tctctectag
aaagagatca
ctgcccececte
aggtctgaaa
ccggaaaact
aattcctcgt
tcctcecttceaa
gcctgtgagg
agggcctegt
cgtcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgecct
atcagttggg
agagttttcg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat

ttgataatct

gggtctcegg
tctteegect
tctttgaggt
gccatttcca
atagacatct
caacagcccc
attccccatc
cccgctgaac
ccccecttttt
ggtcaccaga
atcagcttat
gatacgccta
cacttttcgg
tatgtatccg
gagtatgagt
tcetgttttt
tgcacgagtg
ccccgaagaa
atccegtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgategt
gatgcctgeca
agcttececegg
gcgcteggece
gtctegeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa

catgaccaaa

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320



atcccttaac
tcttettgag
ctaccagcgg
ggcttcagceca
cacttcaaga
gctgectgceca
gataaggcgce
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgage
agcaacgcgg
tcgtcatcta
gcgagaagaa
tagcccageg
tggatatgtt
ctccaattct
ccgttgeteg
tatgatgaca
gtcggggcgg
caccgagcga
gggcaatgag
gaaaagttcg
ttcagcetteg
ttctacaaag
gtgcttgaca
ggtgtcacgt
gaggccatgg
ggaccgcaag
ccccatgtgt
gctctcegatg

gcggatttceg

gtgagttttce
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg
cctgectgga
tcataatggg
cgtcggecee
ctgccaaggg
tggagtggtg
cgtttgetgg
caaaccccgce
cgeggtcecga
ccctgecageg
atatgaaaaa
acagcgtctc
atgtaggagg
atcgttatgt
ttggggaatt
tgcaagacct
atgcgatcge
gaatcggtca
atcactggca
agctgatget

gctccaacaa
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gttccactga
tctgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcectggtat
gtgatgctcg
gttcctggece
cagcatggcce
gaaggccatc
gagatgcgcce
ttggtttgeg
aatccgttag
cggtgtcece
ccagcgtett
ggtccactte
acccgcttaa
gcctgaactce
cgacctgatg
gcgtggatat
ttatcggcac
cagcgagagc
gcctgaaacce
tgcggececgat
atacactaca
aactgtgatg
ttgggccgag

tgtcctgacg

gcgtcagacce
atctgetget
gagctaccaa
gtccttcetag
tacctcgete
accgggttgg
ggttcgtgca
cgtgagctat
agcggcaggyg
ctttatagtc
tcaggggggc
ttttgectgge
tgcaacgcgg
cagcctcgeg
gcgtgcgget
cattcacagt
cgaggtgccg
ggaagaaata
gtcattggcg
gcatattaag
cagcgtcaac
accgcgacgt
cagctctcgg
gtcctgeggg
tttgcatcgg
ctgacctatt
gaactgcccg
cttagccaga
tggcgtgatt
gacgacaccg
gactgccceccg

gacaatggcc
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ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttee
tgtagcegta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtecgggtt
ggagcctatg
cttgaagctg
gcatccegat
tcgecgaacge
gctggagatg
tctccgcaag
ccetgettea
tatttgcatg
aattcgaaca
gtgacgcgtg
agcgtgeege
ctgtcgagaa
agggcgaaga
taaatagctg
ccgegetecee
gcatctececeg
ctgttctgceca
cgagcgggtt
tcatatgcge
tcagtgegtce
aagtccggca

gcataacagc

gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgctteccce
agagcgcacg
tcgeccaccte
gaaaaacgcc
tcectgatgg
gccgccggaa
cagcaagacg
gcggacgcga
aattgattgg
tceceegtgge
tctttagtte
cgcagatgca
tggcctcgaa
agatceceggg
gtttctgatce
atctcgtget
cgccgatggt
gattccggaa
ccgtgcacag
gccggtcecgeg
cggcccatte
gattgctgat
cgtcgegeag
cctegtgecac

ggtcattgac

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240



tggagcgagy
cegtggttgy
gcaggatcgc
agettggttg
gtecgatecy
tggacegaty
ccggatoggy
ccgogotatg
ataaacgcgg
ggggccaata
gedeaggget
gttagggacg
cgttgegtgy
cctgggcatg
caccccogac
toteatgttt
gecagaactgg
agtcattggt
atatcataat
attattgact
ggagttccge
cegeccatty
ttgacgteaa
tecatatgeca
tgcccagtac
cgctattace
ctcacgggga
aaatcaacgy
taggegtgta

tagaagetgg

<210>9

cgatgttogy
cttgtatgga
cgcggctecg
acggcaattt
gagecgggac
getgtgtaga
agatggggga
acggcaataa
ggttcggtee
egecegegtt
cgcagacaac
gggteccaea
ggtcaggtcce
gaccgcatgt
ccccaaaaac
gacagettat
taggtatgga
tatatageat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtecgecee
atgaccttac
atggtgatge
tttccaagte
gactttecaa
cggtgggagy

gtac
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ggattcccaa
gcagcagacyg
ggcgtatatg
c¢gatgatgea
tgtegggegt
agtactegec
ggctaactga
aaagacagaa
cagggcetgge
tettectttt
gteggggcgyg
tggggaatgg
acgactggac
actggcgcga
caccgcgegy
categeagat
agatctatac
aaatcaatat
atattggcectc
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
¢tattgacgt
gggactttec
ggttttggea
tcecacccecat
aatgtegtaa

tetatataag

tacgaggtcyg
cgctacttcyg
ctccgecattg
gettgggege
acacaaateqg
gatagtggaa
aacacggaag
taaaacgcac
actctgtega
coocaccoca
caggecctge
tttatggtte
tgagcagaca
cacgaacacc
atttctggceg
cogggcaacy
attgaatcaa
tggctattygg
atgtccaata
tacggggtca
tggccegect
teccatagta
aactgoccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacaccaat
tgacgtcaat
taacecegee

cagagetegt
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ccaacatctt
agceggaggca
gtcttgacca
agggtegaty
ccogeagaag
acegacgeca
gagacaatac
gygtgttggy
taccccaceg
ccccccaagt
catagecact
gtgggggtta
gacccatggt
gggcgtctgt
tgccaagcta
ttgttgecat
tattggcaat
ccattgeata
tgaccgccat
ttagttcata
ggctgaccge
acgecaatag
ttggcagtac
aaatggoceyg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
cegttgacge

ttagtgaace

cttcetggagy
tccggagett
actctatcag
cgacgeaato
cgeggecgte
cageactegt
cggaaggaac
togtttgttc
agaccccatt
tegggtgaag
ggeceegtgyg
ttattttggg
ttttggatgg
ggctgccaaa
gtcgaccaat
tgctgcagge
tagecatatt
cgttgtatet
gttgacatty
gcccatatat
ccaacgacce
ggacttteca
atcaagtgta
coctggeatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggegy

gteagatete

8300

3360

3420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

10994
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<211>12539
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> vector de plasmido que codifica la construccién de fusion Fc-marcador IL-12

<400> 9

60



gtacctcgea
ttttgetggt
aggtggactyg
aagaagatga
cectgaceat
gcgagactcet
ctgaaatttt
cocggacggtt
agagecagtag
cagagaaggt
atgtcacetyg
agcagaataa
acccgococaa
agtaccctga
tocagegeaa
tectegtaga
cteaggateg
gatccggagy
cagtctctgy

acatggtgaa

atcatgaaga
tacacaagaa
geectgeccee
acttgaagat
atcagcagat
tgaatcataa
gagtgaaaat

acagggtgat

gcaaagcaaqg
gtctccacte
gactecegat
catcacetgy
cactgtcaaa
gagccactca
aaaaaatttc
cacgtgctca
cagttecocecct
cacactggac
cccaactgee
atatgagaac
gaacttgcayg
ctocctggage
gaaagaaaagq
gaagacatet
ctattacaat
cggtggoteyg
acctgccagy
gacggccaga
catcacacqag
cgagagttge
acagaagacg
gtaccagaca
cattctagac
tggecgagact
gaagetetge

gggctatety
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atgtgtccte

atggccatgt

goeccctggag
accteagace
gagtttcetag
catctgetge
aaaaacaaga
tggctggtge
gacteteggy
caaagggact
gaggagaced
tacagcacca
atgaagcectt
actccccatt
atgaaggaga
acegaagteoc
tactegtgea
ggcggtggty
tgtcttagee
gaaaaactga
gaccaaacea
ctggetacta
tectttgatga
gagttccagg
aagggcatge
ctgcgccaga
atcctgette

agectecgect

agaagctaac
gagagctaga
aaacagtgaa
agagacatgg
atgetggeca
tccacaagaa
ctttcctgaa
aaagaaacat
cagtgacatyg
atgagaagta
tgcccattga
gcttcttcat
tgaagaactc
cctacttcte
cagaggaggy
aatgcaaagg
geaagtggge
ggtcgggtgy
agtcccgaaa
aacattattc
geacattgaa
gagagactte
tgaccctgtg
ccatcaacgc
tggtggccat
aacctcectgt
acgectteag

tgatcaagag
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catctcctgg
gaaagacgtt
ccteacetgt
agtcatagge
gtacacctge
ggaaaatgga
gtgtgaagea
ggacttgaag
tggaatggeyg
tteagtgtec
actggegtty
cagggacatc
acaggtggag
cctcaagtte
gtgtaaccag
cgggaatgte
atgtgttece
cggcggatce
cctgctgaag
ctgcactget
gacctgttta
ttecacaaca
ccttggtage
agcacttcag
cgatgagctyg
gggagaagca
caccegegte

aategagect

tttgccateyg
tatgttgtag
gacacgecty
tetggaaaga
cacaaaggaqg
atttggtceca
ccaaattact
ttcaacatca
tetetgtetyg
tgccaggagy
gaagcacgge
atcaaaccayg
gtcagetyggy
tttgttegaa
aaaggtgegt
tgegtgeaag
tgcagggtec
agggtcattc
accacagatyg
gaagacatcg
ccactggaac
agagggagct
atctatgagg
aatcacaacc
atgcagtctc
gacccttaca
gtgaccatca

agaatacceca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



agccecagtac
tcttecatett
cgtgtgtggt
acaacaaaga
teccgagtggt
aatgcaaggt
aaggaagagc
agaagaaggh
agtgggaaag
cggatgggac
gagaaatttt
acctgteteg
goccggatceca
gtgaaaaaaa
aagetgeaat
ggaggtgtygy
tgatcegget
ccggagacgg
teagegggty
cccgocaegy
catgtaatcc
acggggaggyg
tgtgeacatt
ctgocaacaca
gggacatgta
aggggcctgt
aaggccccct
tccagactaa
tagggttagt

ttttatttac

gtggctgaag

ccceccaggt
ccccoccaaaqg
ggtggatgtg
agtacacaca
cagtgecocctc
caacaacaaa
ccagacacct
tagtctgace
gaacggagaa
ctacttccte
tacctgetce
ctecectggt
gacatgataa
tgetttattt
aaacaagtta
gaggtttttt
goctagegeg
tcacagecttg
ttggegggtyg
acgaactaaa
ctteagttgg
accasacaca
tgccaacact
acattgcctt
coteccaggyg
gtagctacecg
tgttaaccect
ccctaattea
aaaagggtec
atggggtcag

atcaaggagc
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toctteatgee
cccaaggatyg
agogaggatyg
gectggacge
ccecatoceage
gecoctocecag
caagtataca
tgcctggtca
ctggagcagy
tacagcaagc
gtggtgcatg
aaatgagaac
gatacattga
gtgaaatttyg
acaacaacaa
aaagcaagta
tttaggtgat
tctgtaageg
teggggegea
cotgactacy
ttggtacaac
aaggggttot
gagtggettt
tatgtgtaac
goccaggaag
ataagcggac
aaacgggtag
atagcatatg
taaggaacagqg
gattccacga

gggcagtgaa

cacectggtaa
cactcatgat
acccagatgt
agceccgtga
accaggactg
cccccatcga
ccataccceo
ccaacttctt
attacaagaa
tcactgtgga
aggctcteca
agcatctage
tgagtttgga
tgatgetatt
ttgeatteat
aaacctectac
gacggtgaaa
gatgccggga
gccatgaggt
acatctctge
ttgccaactyg
ctgactgtag
catcctggag
tecttggctga
actacgggag
cctcaagagg
catatgcttc
ttacccaacg
cgatatctec
gagtagtgaa

ctctcctgaa
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catcttgggt
ctcectaace
ccatgteoage
agctecagtac
gatgaggggc
gagaaccatc
acctegtgaa
ctctgaagee
cactceaccc
tacagacagt
taaccaccac
ggcegetaga
caaaccacaa
getbttatttg
tttatgttte
aaatgtggta
acctetgaca
gcagacaagc
cgactetaga
cocttetteg
ggccetgtte
ttgacatcct
cagactttge
agctcttaca
gectacaccaa
gcattagcaa
cogggtagta
ggaagcatat
caccccatga
ccattttagt

tcttegectyg

ggaccatcag
cccaaggtta
tggtttgtygg
aacagtacct
aaggagttca
tcaaaaccca
caaatgtcca
atcagtgtgg
atcctggact
tggttgcaag
acacagaaga
ggccggceaag
ctagaatgca
taaccattat
aggttecaggyg
tggetgatta
catgecagete
cegtcaggeg
ggatecgatge
cggggcagtyg
cacatgtgac
tataaatgga
agtctgtgga
ccaatgctgg
cgtcaatcag
tagtgtttat
gtatatacta
gctatcgaat
getgtcacgg
cacaagggca

cttctteatt

1740

1800

1860

1820

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



ctecttogtt
gctcgaaaac
gtggcattgt
tgtaggaatg
cgtaaagact
tgcaatatga
atgttgttac
ccactggttyg
aaacaaagac
coccacacgoc
taacccaget
ggaatacetyg
ggacaaatta
acgaggtege
atctggatag
atctgggtag
atctgggtag
atctgggtag
attagggtag
ggatagecata
gggtagcata
gggtagtata
gggtagcata
gggtagcata
ggagtgetat
tectttteoct
tcgeatgtet
tgagcgegga
acgaaaatgg
ggggatttat
taacaagtta

gtecatcteceg

tagctaatag
aaggtttecag
gctatgacac
aaacattctg
ggatgtccat
tactggggtt
actctatttg
tctctaacac
aagtggccac
gccctgeggt
aaccactgog
cataagtagg
cacacacttg
tgagagcacyg
catatgctat
catatgctat
cataggctat
tatatgctat
tatatgctat
tgetatecta
ggctatccta
tgctatccta
tgctatecta
tgctateccte
cetttgeata
gectggttget
gattgctecac
getgagtgac
tgacaagaca
tctttagtge
catcactecct

tecatcacect
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aataactget
gtgacgccce
caatataace
aatatcttta
ctcacacgaa
attaagatgt
taacaagggyg
ccccgaaaat
tetttttttt
tttggactgt
gtcaaaccac
tgggogggee
cgcctgageg
gtgggctaat
cctaatctat
cctaatctat
cctaatotat
cotaatotgt
cctaatttat
atctatatcet
atctatatct
atttatatct
atctatatcet
atgcatatac
tgoogocace
cccattctta
caggtaaatg
gtgacaacat
gatggccaga
gggggaatac

gecectteocte

ccgcggeagc

gagttgtgaa
cagaataaaa
ctcacaaacc
acaatagaaa
tttatggeta
gtcceaggea
aaagagagtg
taaacgggge
gaaattgtgg
aaaataaggyg
ttgococacaa
aagatagggy
ccaagcacag
gttgocatgg
atctgggtag
atctgggtag
atctgggtag
atcogggtag
atctgggtag
gggtagcata
gggtagcata
gggtagcata
gggtagtata
agtcagcata
tecocaagggyg
ggtgaattta
tcgetaatgt
gggtatgcee
aatacaccaa
acggctttta
acccteatet

cccttoecace

63

cagtaaggtg
tttggacggy
cettgggeaa
tccatggggt
tgggcaacac
gggaccaaga
gacgccgaca
tccacgecaa
agtgggggca
tgtaataact
aaccactaat
cgoegattget
ggttgttggt
gtagcatata
cataggctat
tatatgctat
catatgetat
catatgctat
catatactac
tgctatocta
tgetatcecta
ggctatcecta
tgctatocta
tgatacccag
goegtgaattt
aggaggecag
tttccaacgc
aattgcccea
cagcacgcat
atacgattga
ccatecaccte

ataggtggaa

tatgtgaggt
gggttcagtyg
taaatactag
gygggacaagc
ataatcctag
caggtgaacc
grageggact
tggggcccat
cgcgtecagece
tggetgattg
ggcaccocgg
goegatetgga
cctcatattce
ctacccaaat
cotaatctat
cctaatttat
cctaatetat
cctaatagag
ccaaatatct
atctatatct
atctatatct
atctatatct
atctgtatce
tagtagagtg
tegetgetty
gctaaageceg
gagaaggtgt
tgttgggagg
gatgtctact
gggcgtectec

ctteatctee

accagggagg

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4380

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



caaatctact
ctttgtcata
taaaaagacc
tccaggggce
aagggcagtt
accggcgace
tettaaaccet
tccaaaccac
tgggecttcet
ctecaccatct
gaaaaatggc
actactggga
acgacttecc
accocggect
acctectget
tcetgetect
cccoctectgee
tgeccectect
tcetgoceect
cectcoctgee
cccectectget
tgeteeotgee
tgececectect
tecctectget
tgectectgee
tecectgotect
gtgggtccet
atgtcttgge
tcectettece
ggagcettet

tggceocteg

ccategtcaa
acaaggtcct
atgaaataac
attccaaagg
cctegeetta
caagttcectt
tetgeaatgt
cctecttttt
cctgggtecat
gggccacctt
cttctacctyg
ctectgggeco
cccctggete
ccactaccte
cctgocececte
geecctectg
cctectectg
gctectgeee
cctgctectg
cetectectg
cctgocececte
cetectgeee
gcecectecte
cctgececte
cctectgeece
gceccctectyg
ttgcageccaa
cctgatcctyg
cgtectegte
ggtccagatg

tcagacatga
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agcetgeoacac
taatcgcate
agacaatgga
ggagacgact
ggttgtaaag
cgtcggtagt
tectcaaattt
tgcgoctgee
ctgecggggec
cttggtggta
gagggggcct
tettttetee
tttcacgtec
ctogaceeeg
ctgcteoctge
ccectectktge
ctectgoceec
ctectgeoeoce
ccectectge
ctectgeece
ctectgoctec
ctectectktge
ctgctectge
ctgcecectee
ctectgcecec
ctectgeoeoce
tgcaacttgyg
agoccgecogy
catggttate
tgtetecett

ttcacactaa

agtcaccetg
cttcaaaacc
ctccettage
caatggtgta
ggaggtctta
cctttctacyg
egggttggaa
tccatcacce
ctgctctatc
ttcaaaataa
gcgeggtgga
acgtccacga
tctaccocogyg
gcectecactyg
cecctectect
tceoctgeeoeet
tectgoeect
tectgetect
tectgoeect
tceoctgetect
tgcocecectect
tceoctgeeoeet
cecctectgeco
tgececectect
tectgcoceect
teccecgetect
acgtttttgg
ggctectggt
accccctett
ctetectagg

aagagatcaa

64

atattgcagg
tcagcaaata
gggccaggtt
agacgacatt
ctacctecat
tgactecctag
ccteettgac
tgacceccggg
gctcoccaggy
teggettocce
gacccggatyg
cctetocoeoe
cggcctcoccac
cctectegac
gctcectgeec
cctgececote
ccteectgete
gccectectyg
cctgetecectg
gececctectg
gcccctoctg
cctectgete
cctectectg
cctgetectyg
cctectgete
gcteocctgetce
ggtcteeogga
cttcegecte
ctttgaggtcec
ccatttecag

tagacatctt

taggageggy
tatgagtttyg
gtgggccgay
gtggaatage
atacgaacac
ccaggagaga
cacgatgett
gtccagtgcet
gecacgtcagg
ctacagggtyg
atgatgactyg
tggctettte
taccteccteg
cceeggectee
ctcocctgecceco
ctgctectge
ctgcccetcoco
cccctectge
ccecctcetge
cceectectge
ccectceteco
ctgeecectee
ctcocctgecceco
ccecctoctee
ctgcececeteco
ctgttccace
caccatctct
ctcgtecteg
cactgeccgec
gtectgtace

tattagacga

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320



cgectcagtga
ccoectteoatg
cctegtocte
ttgegtectg
gggatgggga
ctggggcaac
tgtcaaacat
taatgtcatg
cggaaccect
ataaccctga
cegtgtogeoe
aacgctggtg
actggatete
gatgagcact
agagcaacte
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgetttt
gctgaatgaa
aacgttgcgc
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagtttteg
tcottttttt
ggtttgtttyg
agcgcagata
ctctgtagea

tggcgataag

atacagggag
gtegectgtea
atcaccaatt
agcctcaage
ttetoegggac
ggaagaaaaqg
gagaattett
ataataatgg
atttgtttat
taaatgette
cttattecect
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagttc
ggtegeegea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttecactgag
ctgegogtaa
ccoggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat

tegtgtetta
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tgecagactcc
gacagatcca
actcgcageoe
caggectcaa
ccectecteott
ctgggtgegy
gaagacgaaa
tttettagac
ttttctaaat
aataatattg
tttttgogge
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg
tacactatte
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagcegg
ccteceocegtat
gacagatcge
actcatatat
agatcctttt
cgtcagacce
tetgetgett
agctaccaac
tccttetagt
acctogotet

cogggttgga

tgececectceo
ggtctgaaaa
cggaaaactc
attecctegte
cctetteaag
cctgtgagga
gggectegtg
gteaggtgge
acattcaaat
aaaaaggaag
attttgeoott
tecagttgggt
gagttttcge
cgcggtatta
teagaatgac
agtaagagaa
tectgacaacg
tgtaactege
tgacaccacg
acttactcta
accacttetg
tgagcgtggg
cgtagttatc
tgagataggt
actttagatt
tgataatcte
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tettttteeg
gtagccgtag
gctaatcctyg

ctcaagacga
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aacagccccc
tteececcatcee
ccgctgaaca
ccectttttg
gtcaccagac
tcagcttate
atacgcctat
acttttoggg
atgtatcege
agtatgagta
actgtttttg
gcacgagtgg
cccgaagaac
tecocgtgttg
ttggttgagt
ttatgcagtyg
atcggaggac
cttgategtt
atgcocctgecag
gctteocccgge
cgeteggooe
tetegeggta
tacacgacgg
gcectecactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccoge
aagqgtaacty
ttaggccace
ttaccagtgg

tagttacegy

ccaccctcat
tcocgaaccat
tcctcaagat
ctggacggta
agagatgcta
gatgataagc
ttttataggt
gaaatgtgog
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgcogggea
actecaccagt
ctgccataac
cgaaggagct
gggaaccegga
caatggcaac
aacaattaat
tteceggetgg
tecattgcage
ggagtcaggc
ttaagcattg
ttcattttta
tcecttaacy
cttecttgaga
taccagoggt
gettcagecay
acttcaagaa
ctgotgocag

ataaggcgeca

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

B160

8220

8280

B340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

3000

9060

8120

9180

8240



geggtoggge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tcgatttttyg
ctttttacgy
ctgoctggac
cataatgggg
gtcggeeccg
tgecaagggt
ggagtggtga
gtttgetgge
aaaccccgce
goggtocgag
cctgrageoga
tatgaaaaag
cagoegtctce
tgtaggagygy
tcgttatgtt
tggggaattec
gcaagacctg
tgcgatcget
aatcggtcaa
teoactggeaa
gctgatgett
ctcocaacaat
gatgtteggg
ttgtatggag
gcggectecgg
cggcaattte

agccgggact

tgaacggggy
tacctacage
tatccggtaa
goctggtate
tgatgctogt
ttectggect
ageoatggeoet
aaggccatac
agatgcgeccg
tggtttgege
atcocgttage
ggtgtccceg
cagogtcttg
gtccactteyg
ccegcttaac
cctgaactca
gacctgatge
cgtggatatg
tatcggeact
agcgagagcc
cctgaaaceg
goeggocgate
tacactacat
actgtgatgyg
tgggcecgagy
gtectgacgg
gattcccaat
cagcagacge
gcgtatatge
gatgatgcag

gtcgggcgta
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gttogtgecac
gtgagctatg
geggoagggt
tttatagtece
caggggggcy
tttgetggeco
gcaacgoggyg
agcctegegt
cgtgcggcetg
attcacagtt
gaggtgccgc
gaagaaatat
tcattggcga
catattaagyg
agcgtcaaca
ccgogacgtc
agetctogga
tectgegggt
ttgcategge
tgacctattg
aactgocoge
ttagccagac
ggoegtgattt
acgacaccgt
actgcceocga
acaatggeeg
acgaggtcgc
getacttega
tecgeattgg
cttgggcgea

cacaaatcgc

acagcocagco
agaaagcgeco
cggaacagga
tgtegggttt
gagectatgy
ttgaageotgt
catcoegatyg
cgegaacgee
ctggagatgg
ctecgeoaaga
cctgetteat
atttgcatgt
attcgaacac
tgacgegtgt
gocgtgocgea
tgtcgagaag
gggcgaagaa
aaatagctge
cgcgctoeag
catctcecge
tgttetgeag
gagcgggtte
catatgcgeg
cagtgegteco
agtcecggecac
cataacageg
caacatctte
geggaggeat
tcttgaccaa
gggtegatge

ccgcagaagce
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ttggagogaa
acgctteoeyg
gagcgcacga
cgocacctet
aaaaacgcca
ccctgatggt
ccgocggaag
agcaagacgt
cggacgcgat
attgattgge
cccocgtggee
ctttagttct
gcagatgcag
ggcctogaac
gatccogggy
tttctgatcy
tectogtgott
gecgatggtt
attccggaag
cgtgcacagy
ccggtegogg
ggcccatteyg
attgctgate
gtegegeagy
ctcgtgeacyg
gtecattgact
ttetggagge
coggagettyg
ctctatcaga
gacgcaatcyg

gceggeegtet

cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttec
gacttgageqg
gcaacgcggc
cgtecatctac
cgagaagaat
agcocagaege
ggatatgttc
tccaatteott
cgttgctege
atgatgacac
teggggcggc
accgagogac
ggcaatgaga
aaaagttcga
tcagetteoga
tctacaaaga
tgettgacat
gtgtcacgtt
aggccatgga
gaccgcaagy
cccatgtgta
ctetegatga
cggatttegyg
ggagcgagge
cgtggttggc
caggategec
gcttggttga
tccgatcegy

ggaccgatgg
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11040

11100



ctgtgtagaa
gatgggggag
cggcaataaa
gtteggtecce
gocegagttt
goagocaacy
ggtcccccat
gtcaggtcca
accgcatgta
cccaaaaacc
acagettate
aggtatggaa
atatagcata
tgtacattta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtccocgoccoceo
tgaccttacg
tggtgatgeg
tteocaagtet

actttcecaaa

ggtgggaggt

gtactcgecg
gctaactgaa
aagacagaat
agggetggea
ctteoetttte
teggggegge
ggggaatggt
cgactggact
ctggcgcgac
accgagcegga
atagoagate
gatctataca
aatcaatatt
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttcct
gttttggecag
ccaceocatt
atgtegtaat

ctatataage
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atagtggaaa

acacggaagg
aaaacgcacg
ctetgtegat
cccacaocac
aggeectgee
ttatggttcg
gagcagacag
acgaacaccg
tttetggogt
cgggeaacgt
ttgaatcaat
ggctattgge
tgtccaatat
acggggtcat
ggccegeety
cecatagtaa
actgeccact
aatgacggta
acttggcagt
tacaccaatg
gacgtcaatyg
aaccoagaod

agageteogtt

ccgacgocce
agacaatacc
ggtgttgggt
accocacega
cecccaagtt
atagecactyg
tgggggttat
acccatggtt
ggegtetgtg
gccaagetag
tgttgocatt
attggcaatt
cattgcatac
gaccgccatyg
tagttcatag
getgacegee
cgecaatagg
tggcagtaca
aatggcccge
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cgttgacgca

tagtgaaceg
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agcactegte
ggaaggaacc
cgtttgttca
gaccecatty
cgggtgaagy
geecegtggy
tattttggge
tttggatgge
gctgccaaac
togaccaatt
gctgeaggey
agccatatta
gttgtatcta
ttgacattga
cccatatatg
caacgacecc
gactttecat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtecatc
goggtttgac
ttggeaccaa
aatgggeggt

tcagatetet

cggatcggga
cgogctatga
taaacgocggy
gggecaatac
cecagggete
ttagggacgg
gttgcgtggy
ctgggcatgg
acccccgacce
ctecatgtttg
cagaactggt
gtcattggtt
tatcataata
ttattgacta
gagttcocgeyg
cgceccattga
tgacgtcaat
catatgecaa
gcccagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggy
aggegtgtac

agaagetgg
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REIVINDICACIONES
1. Un medicamento de combinacién, que comprende

- un polipéptido de IL-12, o un vector de expresion de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica
dicho polipéptido de IL-12, y

- un ligando no agonista seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo y una
molécula de tipo anticuerpo, en donde dicho ligando no agonista es capaz de unirse a uno de PD-1, PD-L1 o PD-
L2 con una constante de disociacion de al menos 107 M-, y en donde dicho ligando no agonista se proporciona
como una forma de dosificacién para administracion sistémica,

para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna, en donde

- dicho polipéptido de IL-12, o dicho vector de expresién de acido nucleico, se proporcionan mediante la
administraciéon en un tumor, en las proximidades de un tumor o en el nédulo linfatico asociado a un tumor.

2. El medicamento de combinacion para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna de acuerdo con
la reivindicacion 1, en donde dicho ligando no agonista es una gamma inmunoglobulina que se une a uno de PD-1,
PD-L1 o PD-L2.

3. El medicamento de combinacién para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna de acuerdo con
las reivindicaciones 1 o 2, en donde dicho polipéptido de IL-12 comprende

a. una secuencia de polipéptido al menos el 95 % idéntica a la secuencia de la p35 humana (SEQ ID 05), y
b. una secuencia de polipéptido al menos el 95 % idéntica a la secuencia de la p40 humana (SEQ ID 06).

4. El medicamento de combinacion para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna de acuerdo con
la reivindicacién 3, en donde dicho polipéptido de IL-12 comprende un fragmento cristalizable de inmunoglobulina G.

5. El medicamento de combinacién para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna de acuerdo con
las reivindicacion 3, en donde dicho polipéptido de IL-12 comprende un fragmento cristalizable de inmunoglobulina G
humana, subgrupo 4.

6. El medicamento de combinacion para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna de acuerdo con
la reivindicacion 5, en donde dicho polipéptido de IL-12 comprende

a. un fragmento cristalizable de inmunoglobulina G y una secuencia de IL-12 humana recombinante o sintética, o
b. una secuencia al menos el 95 % idéntica al SEQ ID 01.

7. El medicamento de combinacién para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho polipéptido de IL-12, o dicho vector de expresién
de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica dicho polipéptido de IL-12, se proporcionan como una
forma de dosificacion para inyeccion intratumoral.

8. El medicamento de combinacién para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho ligando no agonista se proporciona como una
forma de dosificacion para inyeccion intravenosa o para aplicacion local.

9. El medicamento de combinacién para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho polipéptido de IL-12 se proporciona como una
forma de dosificacion para administracion intratumoral o para administracion local en las proximidades del tumor, y
dicho ligando no agonista se proporciona como una forma de dosificacion para la administracion sistémica

10. Un medicamento de combinacién de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 9, para su uso en un
método de terapia de glioma, glioblastoma multiforme, meningioma, cancer cerebral secundario, metastasis
cerebrales, melanoma, cancer de pancreas, cancer de pulmodn, cancer de préstata o cancer de vejiga.

11. El medicamento de combinacién como se define en la reivindicacién 1, en donde

- dicho polipéptido de IL-12 es una proteina de fusidén que comprende la secuencia de aminoacidos de la p40
humana, la secuencia de aminoacidos de la p35 humana y el fragmento cristalizable de la IgG4 humana,

- dicho polipéptido de IL-12 se proporciona como una forma de dosificacion para administracion intratumoral, y en
donde

- dicho ligando no agonista es una inmunoglobulina G proporcionada como una forma de dosificacion para una
administracion sistémica,
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para su uso en el tratamiento de una enfermedad neoplasica maligna, en particular, glioma, glioblastoma multiforme,
meningioma, cancer cerebral secundario, metastasis cerebrales, melanoma, cancer de pancreas, cancer de pulmén,
cancer de prostata o cancer de vejiga.

12. El medicamento de combinacion para su uso en la terapia de una enfermedad neoplasica maligna de acuerdo

con al menos una de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicho vector de expresion de acido nucleico es un
adenovirus, un virus adenoasociado, un lentivirus o un herpesvirus.
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Fig. 1

{I-12p40 sin parada
- Enlazador (G4S),

| 11-12p35 sin lider sin parada
. CH1 (ultimos 6 AA)
Bisagra (que incluye dos cisteinas para posibles enlaces disulfuro)

CH2

CH3
b
a-huFc-HRP Tincién de plata
- DTT -+
—250kDa —
—148kDa—
— 98kDa—

70



ES 2 888249 T3

Fig.1¢
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 9
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Fig 10
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Fig. 11
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