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DESCRIPCION

Adenovirus oncoliticos con mutaciones en epitopos de adenovirus inmunodominantes y su uso en el tratamiento del
cancer

Campo de la invencién

El campo de esta invencién en general se refiere a adenovirus oncoliticos con deleciones funcionales de epitopos de
células T inmunodominantes de proteinas de adenovirus, asi como a métodos de usar los adenovirus oncoliticos para
el tratamiento de enfermedades, tal como cancer.

Antecedentes de la invencion

El tratamiento actual contra el cdncer se basa principalmente en quimioterapia, radioterapia, y cirugia. A pesar del alto
indice de éxito cuando el tratamiento se aplica en fases tempranas, la mayoria de los casos de enfermedad avanzada
no son curables porque los tumores no se pueden extirpar por cirugia o las dosis de radio y quimioterapia que se
pueden administrar estan limitadas por la toxicidad hacia células normales. Para aliviar este problema, se han
desarrollado estrategias de biotecnologia que buscan mayor selectividad y potencia. Entre ellas, la terapia génica y
viroterapia usan virus con un fin terapéutico contra el cancer. En terapia génica, el virus se modifica para evitar su
replicacion y para funcionar como un vehiculo o vector de material genético terapéutico. En cambio, la viroterapia usa
virus que se replican y propagan selectivamente en células tumorales. En viroterapia, la célula tumoral muere por el
efecto citopatico causado por la replicacién del virus dentro de la célula mas que por el efecto de un gen terapéutico.
La replicacién preferente en una célula tumoral se conoce como oncolisis. En un sentido estricto, los virus que se
replican selectivamente en tumores se llaman oncoliticos, aunque en un sentido mas amplio la palabra oncolitico se
puede aplicar a cualquier virus competente en replicaciéon capaz de lisar células tumorales, incluso sin selectividad.
En esta descripcién el término oncolitico se usa en ambos sentidos.

La inmunoterapia se basa en el uso del sistema inmunitario para eliminar un tumor. La principal idea de tratamiento es
estimular o restablecer la capacidad del sistema inmunitario para reconocer células tumorales y activar células
efectoras para destruirlas selectivamente. Las diferentes inmunoterapias se dividen en dos grupos: a) pasiva, que se
dirige a mejorar la inmunidad antitumoral existente; y b) activa, que implica estimular directamente el sistema
inmunitario de un paciente para desencadenar una respuesta antitumoral. Las inmunoterapias pasivas incluyen
anticuerpos monoclonales que bloquean sefiales que suprimen el sistema inmunitario, tal como Ipilimumab (CTLA-4),
Nivolumab (PD-1), o MDX-1105 (PD-L1) (Pardoll, D.M., Nat Rev Cancer. 22 Mar 2012;12(4):252-64). En este grupo,
también encontramos la transferencia de células T autdlogas. Hay varias técnicas que confieren capacidad antitumoral,
pero todas implican algun grado de manipulacién ex vivo de células. La manipulacién ex vivo de células incluye: a)
estimular células contra un antigeno tumoral y amplificar estas células especificamente, y b) introducir receptores
especificos de tumor insertando un receptor de células T (TCR) de alta afinidad transgénico para un antigeno asociado
a tumor o sustituir el TCR con un receptor de antigeno quimérico (CAR) (Kalos, M. y June, C.H., Immunity 25 Jul
2013;39(1):49-60). En el caso de terapias activas, un enfoque es reactivar o reestimular el sistema inmunitario de un
paciente in vivo. Por ejemplo, el uso de la citoquina inmunoestimuladora IL-2 se ha usado durante mas de una década
para tratar melanoma y carcinoma renal (Amin, A. y White, R.L. Jr., Oncology (Williston Park). Jul 2013;27(7).:680-91).
Ademas, TNF-a (van Horssen, R., et al., Oncologist. Abr 2006;11(4):397-408) e IFN de tipo | y Il (Kotredes, K.P. y
Gamero, A.M., J Interferon Cytokine Res. Abr2013;33(4):162-70) se han usado en el tratamiento del cancer. Por ultimo,
uno de los campos con mas desarrollo en los Gltimos afios ha sido las vacunas terapéuticas (Myc, L.A., et al., Arch
Immunol Ther Exp (Warsz). Ag 2011;59(4):249-59). Se ha usado una amplia gama de preparaciones para inmunizar,
incluyendo vacunas basadas en ADN (Bei, R. y Scardino A., J Biomed Biotechnol. 2010;2010:102758), vacunas
basadas en péptidos (Arens, R., et al., Semin Immunol. Abr 2013;25(2):182-90; Vacchelli, E., et al., Oncoimmunology.
1 Dic 2012;1(9):1557-1576), vacunas basadas en células dendriticas (Bonaccorsi, I., et al., Immunol Lett. Sep-Oct
2013;155(1-2):6-10; Palucka, K. y Banchereau, J., Immunity. 25 Jul 2013;39(1):38-48), y vacunas basadas en vectores
viricos (Larocca, C. y Schlom, J., Cancer J. Sep-Oct 2011;17(5):359-71). A pesar de los grandes esfuerzos hechos
hasta ahora, la eficacia de este tipo de terapia permanece limitada. Los principales obstaculos para superar son
inmunosupresién tumoral y el poder y especificidad de la respuesta inducida.

La viroterapia contra el cancer es méas antigua que la terapia génica. Los primeros informes sobre curas de cancer con
virus datan del principio del siglo pasado. En 1912, De Pace obtuvo regresiones tumorales después de inoculacién del
virus de la rabia en carcinomas cervicales (De Pace N., Ginecologia 1912:82-89). Desde De Pace 1912, muchos tipos
de virus se han inyectado en tumores para tratarlos. Hay virus que presentan un oncotropismo natural tal como
parvovirus auténomo, virus de la estomatitis vesicular, y reovirus. Otros virus se pueden manipular genéticamente para
lograr la replicacién selectiva en tumores. Por ejemplo, el virus del herpes simple (HSV) se ha hecho oncotrépico
delecionando el gen de la ribonucleétido reductasa, una actividad enzimética no necesaria en células que
experimentan proliferacién activa tal como células tumorales. Sin embargo, adenovirus, debido a su baja patogenicidad
y alta eficacia para infectar células tumorales, ha sido el virus mas cominmente usado en viroterapia y terapia génica
del céncer.
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El uso de virus replicativo en viroterapia de cancer se basa en la idea de que, como resultado de la replicacién virica,
las células tumorales se destruyen y la progenie virica liberada infecta las células circundantes. Después de multiples
rondas de replicacion, se logra la destruccién total del tumor. En principio, solo unas pocas se infectan inicialmente,
pero el efecto replicativo del virus genera una reacciéon en cadena de modo que el virus se expande a lo largo de la
masa tumoral. Una vez el virus alcanza e infecta células normales en la periferia, el virus no es capaz de replicarse en
ellas debido a su selectividad tumoral, y el tejido normal no sufre efectos patogénicos.

Hay diferentes aspectos a considerar cuando se elige una especie virica para viroterapia de cancer. Los adenovirus
son virus sin envuelta de 70-90 nm de didametro con una capside icosaédrica. Su genoma es ADN bicatenario, lineal
que varia entre 25-45 kilobases de tamafio con repeticiones terminales invertidas (ITR) en ambos extremos y una
proteina terminal unida a los extremos 5’ (Russell, W.C., J Gen Virol 2009 90:1-20). Los adenovirus tienen un ciclo
replicativo litico y por tanto destruyen las células en que se replican. Ademas, el extenso conocimiento de la biologia
de los adenovirus y la posibilidad de manipular el ADN de adenovirus hacen facil conferir selectividad, mejorar otras
caracteristicas tal como infectividad de células tumorales, y aumentar la potencia oncolitica por varias estrategias.
Ademas, es un virus que tiene una tasa de mutacién muy baja y patologia muy leve en pacientes inmunocompetentes.
Ademas, la capacidad replicativa de adenovirus es alta, lo que permite que se produzca en cantidades muy
concentradas (10'>-10"3 particulas de virus (pv)/ml).

La cépside icosaédrica esta formada por tres proteinas principales, de las cuales los trimeros de hexén son las més
abundantes (Nemerow, G.R., et al. Virology 2009 384:380-8). Cada uno de los doce vértices de la capside también
contiene una proteina pentamérica, una base pentén que esta covalentemente unida a la fibra. La fibra es una proteina
trimérica que sobresale de la base pentén y es una estructura de tipo varilla nudosa. Otras proteinas viricas llla, Va2,
VIIl, y IX también se asocian con la cépside virica. Las proteinas VII, péptido pequefio mu, y una proteina terminal
(TP) se asocian con ADN. La proteina V proporciona un enlace estructural a la capside a través de la proteina VI.

La proteina hexén es la proteina de la capside mas abundante y representa el 63% de la masa de proteina total del
virus. La proteina tiene diferentes regiones estructurales bien definidas. Los dominios V1 y V2 forman la base de cada
subunidad. Estos dominios adoptan una conformacién de “doble barril” o “doble rollo de gelatina” y dan la forma
homotrimérica pseudohexagonal, que permite mayor ensamblaje de las cubiertas viricas. Estas estructuras estan
separadas por la regiéon VC en la base y el bucle DE2 en la mitad superior. Estas regiones estdn muy conservadas y
por tanto desempefian un papel importante en estabilizar V1 y V2. DE1, FG1 y FG2 forman la parte superior del
trimero. Las zonas DE1 y FG1 contienen &reas muy variables y flexibles cuyas estructuras no se han determinado.
Estas areas se llaman regiones hipervariables (HVR). Se pueden hacer varias modificaciones en las HVR sin afectar
el ensamblaje del virus (Roberts, D.M., et al., Nature. 11 May 2006;441(7090):239-43; Alba, R., et al., Blood. 30 Jul
2009;114(5).965-71; Matthews, Q.L., Mol Pharm. 7 Feb 2011;8(1):3-11).

Los adenovirus humanos se clasifican en la familia Adenoviridae. Se han identificado cincuenta y siete serotipos de
adenovirus humanos y agrupado en seis grupos diferenciados, A a G. El adenovirus humano de tipo 5 (Ad5), que
pertenece al grupo C, consiste en una capside proteica icosaédrica que contiene un ADN lineal bicatenario de 36
kilobases (kb). Los adenovirus dependen de la maquinaria celular para replicar el genoma virico. Pueden infectar
células quiescentes e inducirlas a un estado similar a la fase S del ciclo celular que permite la replicacién del ADN
virico. El genoma de AdS tiene ocho unidades transcripcionales solapantes en ambas hebras del ADN. Las ocho
unidades se agrupan segun la cronologia de los transcritos: genes inmediatos tempranos (E1A), tempranos (E1B, E2,
E3, E4), intermedios (IX, IVa), y tardios (L1-L5) (Russell, W.C., J Gen Virol 2009 90:120). En los extremos del genoma
hay dos secuencias ITR que son idénticas entre si y contienen los origenes de replicacién del ADN virico. Una sefial
de empaquetamiento del viridn formada por secuencias ricas en adenina y timina esta presente en el extremo izquierdo
del genoma.

En adultos, la infeccién por Ad5 con frecuencia es asintomaética y produce resfriados y conjuntivitis en nifios. En
términos generales, Ad5 infecta células epiteliales, que en una infeccién natural son las células epiteliales bronquiales.
Entra en la célula por medio de la interaccién de la fibra, que se extiende como una antena desde los doce vértices de
la capside, con una proteina celular implicada en adhesién intercelular conocida como receptor de Coxsackie-
adenovirus (CAR). Cuando el ADN del virus alcanza el ndcleo, la transcripciéon de los genes tempranos (E1 a E4)
empieza. Los primeros genes que se expresan son los de la regién temprana 1A (E1A). E1A se une a la proteina
celular pRb (proteina de retinoblastoma) para liberar el factor de transcripcién E2F para activar la transcripcién de
otros genes viricos tal como E2, E3 y E4, y de genes celulares que activan el ciclo celular. Por otra parte, E1B se une
al factor de transcripcion p53 para activar el ciclo celular y para inhibir la apoptosis de la célula infectada. E2 codifica
proteinas para la replicacion del virus. E3 codifica proteinas que inhiben la respuesta inmunitaria antivirica. E4 codifica
proteinas implicadas en el transporte de ARN virico. La expresién de genes tempranos produce la replicacidén del
genoma y, una vez replicado, la activacién del principal promotor tardio. Este promotor dirige la expresién de un ARNm
que se procesa por ayuste diferencial para dar todos los ARN que codifican las proteinas estructurales que forman la
capside.

Hay dos puntos importantes a considerar con respecto al disefio de adenovirus oncoliticos: selectividad y potencia.

Para alcanzar selectividad hacia una célula tumoral, se han usado tres estrategias: la delecién de funciones del virus
requeridas para la replicaciéon en células normales, pero que son dispensables para la replicacién en células tumorales;
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la sustitucién de promotores viricos con promotores selectivos de tumores, por ejemplo, que dirigen la expresioén de
genes que inician la replicacién virica bajo promotores selectivos de tumores; y la modificacion de las proteinas de la
capside del virus implicadas en la infeccidn de la célula huésped. Con tales modificaciones genéticas, se ha obtenido
un nivel considerable de selectividad, con una eficacia de replicacién en una célula tumoral 10000 veces mayor que
en una célula normal.

Los adenovirus requieren la maquinaria de la célula huésped para la replicacion de su material genético. Por tanto,
mutaciones o deleciones en los genes viricos implicados en la activaciéon de la replicacién celular o inhibicién de
apoptosis generan virus de replicacion condicional. En contraste, las células tumorales tienen tanto rutas del ciclo
celular activadas como apoptéticas inhibidas, que permiten que los adenovirus que portan mutaciones o deleciones
en los genes viricos implicados en la activacion de la replicacién celular o inhibicién de la apoptosis se repliquen. Por
ejemplo, p53 se activa en una célula infectada y su efecto es normalmente bloqueado por E1b-55K. Dado que p53
esta mutada en aproximadamente el 50% de los tumores, el virus dI1520 (ONYX-015) se us6 como un virus oncolitico
(Bischoff, J.R., et al., Science. 18 Oct 1996; 274(5286):373-6). Este virus tiene una delecién de 827 pb del gen E1b-
55K. El mecanismo de selectividad se basa en el hecho de que una célula normal con p53 funcional entra en apoptosis
antes de permitir que el ciclo replicativo del virus se complete. Sin embargo, las células tumorales con p53 no funcional
(u otros trastornos que afectan la regulacidén) permiten al virus replicarse normalmente (Hall, A.R., et al., Nat Med. Sep
1998; 4(9):1068-72; Rothmann, T., et al., J Virol. Dic 1998;72(12):9470-8; Goodrum, F.D. y Ornelles, D.A., J Virol. Dic
1998;72(12):9479-90).

En otra estrategia para alcanzar selectividad, deleciones parciales de E1A producen replicacién restringida en células
normales, pero permiten la replicacion en células diana, tal como células cancerosas. Se han creado virus de
replicacién condicional que presentan una delecién de 24 pares de bases en la CR2 (regién constante 2) y se ha
mostrado que son potentes y selectivos en el tratamiento de glioma y xenoinjertos de cancer de mama (Fueyo, J., et
al., Oncogene 2000 19:212; Heise, C., et al., Nat Med 2000 6(10):1139-9). Su especificidad de cancer resulta de la
incapacidad de E1A disfuncional de liberar el factor de transcripcion E2F1, que produce el requisito de E2F1 libre.
E2F1 es abundante en células cancerosas, donde la ruta de pRb esta con la mayor frecuencia alterada (Hanahan, D.
y Weinberg, R.A., Cell. 7 Ene 2000; 100(1):57-70).

Otra estrategia para conferir selectividad tumoral es el uso de adenovirus que portan deleciones de genes VA-RNA de
adenovirus (Cascalld, M., et al., Cancer Res. 1 Sep 2003;63(17):5544-50; Cascallo, M., et al., Hum Gene Ther. Sep
2006;17(9):929-40) y que dependen de la activacién de la ruta RAS o truncamiento de la ruta de interferén
comunmente presente en células tumorales.

Otra estrategia para conferir selectividad tumoral es limitar la expresién de genes de adenovirus esenciales para la
replicacién virica usando promotores especificos para ciertos tipos de tumores. Se han generado adenovirus con
varios promotores especificos, tal como el promotor de a-fetoproteina (Hallenbeck, P.L., et al., Hum Gene Ther. 1 Jul
1999; 10(10):1721-33). Este virus se replica selectivamente en células de hepatocarcinoma que sobreexpresan a-
fetoproteina. Similarmente, se han construido virus que controlan la expresién de E1A usando 1) un promotor derivado
del gen del antigeno especifico de préstata (PSA) humano para alcanzar replicacién selectiva en células de cancer de
prostata que expresan PSA (Rodriguez, R., et al., Cancer Res. 1 Jul 1997:57(13):2559-63), 2) un promotor de
osteocalcina humana (hOC) para alcanzar replicacién selectiva en células de cancer de préstata que expresan hOC
(Hsieh etal., Cancer Res. 1 Jun 2002;62(11):3084-92), y 3) un promotor DF3/MUC1 para alcanzar replicacién selectiva
en células de cancer de mama MUC1-positivas (Kurihara, T., et al., J Clin Invest. Sep 2000;106(6):763-71).

En contraste con promotores especificos para ciertos tipos de tumores, los promotores que responden al factor de
transcripcién E2F, tal como el promotor E2F-1, permiten la expresién de genes de adenovirus esenciales para la
replicacién virica en una amplia gama de tumores (Cascallo, M., et al., Mol Ther. Sep 2007;15(9):1607-15; Johnson,
L., etal., Cancer Cell. May 2002;1(4):325-37, Rojas, J.J., et al., Gene Ther. Dic 2009;16(12):1441-51, Tsukuda, K., et
al.,, Cancer Res. 15 Jun 2002;62(12):3438-47). En células normales, la expresién de un gen de adenovirus esencial
de un promotor E2F-1 seria inhibida debido a la asociacién de E2F con pRb. En células tumorales, sin embargo, hay
niveles aumentados de E2F “libre” como consecuencia de la ausencia de hiperfosforilacion de pRb, que produce la
expresion del gen de adenovirus esencial del promotor E2F-1. Por ejemplo, el adenovirus ICOVIR15K (SEQ ID NO:
1) contiene sitios de unién a E2F palindrémicos insertados en el promotor E1A enddgeno. La insercién de estos sitios
permite la expresién selectiva de la proteina E1AA24 en células altamente replicativas, tal como células cancerosas.
Ademas, la proteina E1AA24 de ICOVIR15K porta una delecion del sitio de unién a pRb de E1A que hace el adenovirus
mutante incapaz de disociar pRb de E2F en células normales quiescentes.

Un ejemplo de una modificacién de una proteina de capside de virus para lograr selectividad es la eliminacién del sitio
de unién de sulfato de heparina glucosaminoglicano (HSG) KKTK (SEQ ID NO: 26) del eje de la fibra para reducir el
tropismo hepatico (Bayo-Puxan, N., et al., Hum Gene Ther. Oct 2009; 20(10):1214-21). En el adenovirus ICOVIR15K,
esto se logré sustituyendo el sitio de unién a HSG KKTK (SEQ ID NO: 26) en el eje de la fibra con un motivo de unién
a integrina (RGDK) (SEQ ID NO: 27). Esta modificacién en el adenovirus ICOVIR15K mejora la proporcidn de
transduccién tumor/higado con respecto a una fibra de virus de tipo salvaje, aumenta el perfil de toxicidad, aumenta
la infectividad del virus de células cancerosas, y aumenta la eficacia antitumoral en modelos experimentales in vivo
(Rojas, J.J., et al., Gene Ther. Abr2012;19(4):453-7).
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Con respecto a la potencia oncolitica, se han descrito varias modificaciones genéticas para aumentarla también. Estas
modificaciones afectan o bien la entrada del virus en la célula o la liberacidn de virus de la célula. Para aumentar la
etapa de entrada, las proteinas de la capside que el virus usa para infectar la célula se han modificado. Por ejemplo,
la insercién del péptido RGD (motivo arginina-glicina-asparragina) en la fibra permite a los adenovirus usar integrinas
para acoplarse en la célula y no solo internalizarse como es el caso con adenovirus de tipo salvaje. El uso de integrinas
como receptores celulares del virus aumenta la infectividad y la potencia oncolitica.

Respecto a las modificaciones que aumentan la liberacién de virus de la célula infectada, estas modificaciones incluyen
la delecion de E1b-19K, la sobreexpresién de E3-11.6K (ADP), y localizacion de la proteina E3/19K en la membrana
plasmética. E1b-19K es un inhibidor de apoptosis homélogo de Bcl-1. La delecién de E1b-19K aumenta la muerte
celular por apoptosis prematura de la célula infectada. Esta apoptosis prematura con frecuencia produce una
produccién de virus total menor en muchas lineas celulares infectadas; sin embargo, acelera la liberacién rapida de
virus y, a su vez, la propagacién de virus en un cultivo celular. Segln esto, los mutantes que no expresan E1b-19K
presentan un fenotipo de placa grande comparados con el adenovirus de tipo salvaje en ensayo de placa. La proteina
E3-11.6K (ADP) desempefia un papel en la lisis de la célula infectada y la sobreexpresién de ADP aumenta la liberacidn
del virus acumulado dentro del nucleo. El fenotipo de virus que sobreexpresan ADP también se caracteriza por placas
grandes y la presencia de mas virus en el sobrenadante de células infectadas. La sobreexpresién de ADP se ha
logrado por dos mecanismos: 1) eliminacion de otros genes E3 excepto ADP, o excepto ADP y E3-12.5K; y 2) insercidn
del gen de ADP después de un promotor fuerte. Eliminar los otros genes E3 excepto ADP, o excepto ADP y E3-12.5K,
elimina otros sitios de ayuste en el pre-ARNm dirigido por el promotor E3. Sin la competicién para estos sitios de
ayuste, el procesamiento del ARNm que codifica ADP se favorece.

Otra estrategia usada para aumentar la potencia oncolitica de adenovirus es la insercién de un gen terapéutico en el
genoma del adenovirus oncolitico para generar un “adenovirus oncolitico armado”. En este caso, el gen terapéutico
tendria que mediar la muerte de células tumorales no infectadas por medio de la activacién de un profarmaco con
efecto espectador (esto quiere decir, que destruye las células vecinas no infectadas), la activacion del sistema
inmunitario contra el tumor, la induccién de la apoptosis, la inhibicién de la angiogénesis, o la eliminacién de la matriz
extracelular, entre otras. En estos casos, el modo y tiempo de expresién del gen terapéutico sera critico en el resultado
final del enfoque terapéutico.

Respecto a los virus oncoliticos armados con un gen terapéutico para activar el sistema inmunitario contra el tumor,
las células viralmente infectadas son superiores en la administraciéon de antigeno no virico (es decir, antigeno tumoral)
para presentacion cruzada (Schulz, O., et al., Nature. 24 Feb 2005;433(7028):887-92), y se esperaria que la muerte
celular viralmente inducida aumentara la disponibilidad de los antigenos asociados a tumor para la absorciéon por
células dendriticas (CD) (Moehler, M.H., et al., Hum Gene Ther. Ago 2005;16(8):996-1005) y posteriormente aumentar
la estimulacién de células T citotéxicas. Ademas, la infeccién virica puede alterar el equilibrio de produccién de
citoquinas deltumor, y posteriormente afectar la naturaleza de la reaccidén inmunitaria al tumor, es decir, al contrarrestar
la naturaleza inmunosupresora del microentorno tumoral (Prestwich, R.J., et al., Expert Rev Anticancer Ther. Oct
2008:;8(10):1581-8). Lo més importante, los virus se pueden manipular para expresar proteinas muy inmunégenas tal
como factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Cuando se expresan proteinas
inmunégenas en células tumorales, son estimuladores potentes de inmunidad antitumoral especifica y de larga
duracién. La introduccion de genes inmunoterapéuticos en células tumorales y, ademés, su traduccién a proteinas,
produce la activacién de la respuesta inmunitaria y destruccién mas eficaz de células tumorales. Las células
inmunitarias més relevantes a este respecto son las células citoliticas naturales (NK) y las células T CD8+ citotéxicas.

La respuesta inmunitaria contra el virus oncolitico es uno de los parametros a considerar en el desarrollo de
viroterapias. Con respecto a la respuesta inmunitaria del huésped, dos posiciones aparentemente opuestas estan en
juego. Una es que el sistema inmunitario es una barrera que elimina el virus oncolitico antes de que pueda destruir
todas las células tumorales. La otra es que el virus es un vehiculo para inducir una respuesta inmunitaria antitumoral.

Los términos “inmunodominancia” e “inmunodominante” se usaron originalmente en las décadas de 1960 y 1970 para
referirse a respuestas inmunitarias humorales particularmente potentes a determinantes antigénicos especificos
(Curtiss, L.K. y Krueger, R.G., Immunochemistry. Dic 1975;12(12):949-57; Johnston et al., J Pathol Bacteriol. Abr
1968;95(2):477-80). Algunos afios después, diferentes autores describieron que la respuesta a varios patégenos en
ratones experimentales estaba restringida a ciertos alelos de H-2 dependiendo del patégeno o que la respuesta
principal estaba restringida a H-2 especifico de alelo (Biddison et al., J. Ex. Med. 1 Dic 1978; 148(6):1678-86; Doherty
P.C. y Zinkernagel R.M., Nature. 3 Jul 1975;256(5512):50-2). También se describié que alelos H-2 especificos estan
unidos a baja sensibilidad o no sensibilidad para un determinante antigénico determinado (Bennink, J.R. y Yewdell,
J.W., J Exp Med. 1 Nov 1988;168(5):1935-9). Seglin avanzé el conocimiento respecto a la naturaleza peptidica de los
determinantes antigénicos, se describid la existencia de determinantes inmunodominantes o subdominantes segun la
cantidad de antigeno requerido para inducir una respuesta inmunitaria detectable (Sercarz, E.E., et al., Annu Rev
Immunol. 1993;11:729-66). La inmunodominancia del epitopo se refiere al fendmeno que se observa después de la
infeccidén con un virus o bacteria, que tiene multiples antigenos y genera cientos o miles de péptidos que pueden ser
presentados por entre 3 a 6 alelos diferentes (en seres humanos) a MHC de clase I. Sin embargo, solo un pequefio
nimero de estos epitopos son realmente presentados por ciertos alelos de MHC y son capaces de generar una
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respuesta (Yewdell, JW. y Del Val, M., Immunity. Ago 2004;21(2):149-53). Hay diferentes factores implicados en
inmunodominancia de epitopo, incluyendo: antecedentes inmunitarios, ruta de infeccién, abundancia de proteinas
viricas y procesamiento de antigenos, transporte y estabilidad del complejo péptido/MHC, coexpresién de multiples
alelos de MHC, frecuencia de células T precursoras en el repertorio de células indiferenciadas, interaccién MHC/TCR,
generacién de CTL de memoria, y generaciéon de células T reguladoras (Treg). En conjunto, los parametros mas
importantes para definir una jerarquia de inmunodominancia son que un epitopo se procese de forma eficaz y tener al
menos una afinidad umbral minima para anclaje a un alelo de MHC determinado (Beekman et al., J Immunol. 15 Feb
2000;164(4):1898-905; Seifert et al,, J Clin Invest. Jul 2004;114(2):250-9; Sette, A., et al., J Immunol. 15 Dic
1994:153(12):5586-92; Regner et al., Viral Immunol. 2001;14(2):135-49). En ausencia de estas caracteristicas
minimas, un epitopo no se diferenciaria de la multitud de péptidos no inmunégenos producidos durante el proceso
normal de degradacién de proteinas.

A pesar de los esfuerzos hasta la fecha, todavia es necesario encontrar nuevos enfoques terapéuticos eficaces en el
tratamiento del cancer.

Compendio de la invencién

Los inventores han encontrado sorprendentemente que adenovirus oncoliticos que comprenden al menos una delecién
funcional de un epitopo de células T inmunodominante de una proteina de adenovirus producen un cambio inmunitario
de una respuesta inmunitaria anti-adenovirus a una respuesta inmunitaria antitumoral en un mamifero. Por tanto, la
presente invencién proporciona novedosos adenovirus oncoliticos con mutaciones en epitopos de células T
inmunodominantes de proteinas de adenovirus y métodos para su uso para el tratamiento de enfermedades, tal como
cancer. También se proporcionan polinucleétidos que comprenden secuencias de &cidos nucleicos que codifican los
adenovirus oncoliticos. También se proporcionan composiciones (por ejemplo, composiciones farmacéuticas) que
comprenden los novedosos adenovirus oncoliticos.

Por tanto, en un aspecto la invencién proporciona un adenovirus oncolitico, en donde dicho adenovirus oncolitico es
capaz de replicarse en una célula tumoral, y en donde dicho adenovirus se selecciona del grupo que consiste en:

(i) un adenovirus que comprende una mutaciéon V721A en el epitopo Hex713 (YLNHTFKKYV) (SEQ ID NO: 11), una
mutacién A900S en el epitopo Hex892 (LLYANSAHA) (SEQ ID NO: 15) y una mutacidén a V925K en el epitopo
Hex917 (YVLFEVFDV) (SEQ ID NO: 19); y

(i) un adenovirus que comprende una mutacién L520P en el epitopo Hex512 (GLVDCYINL) (SEQ ID NO: 23), una
mutacion V721A en el epitopo Hex713 (YLNHTFKKV) (SEQ ID NO: 11), una mutacién A900S en el epitopo
Hex892 (LLYANSAHA) (SEQ ID NO: 15) y una mutacién a V925K en el epitopo Hex917 (YVLFEVFDV) (SEQ ID
NO: 19).

La invencién también proporciona una composicidn farmacéutica que comprende una dosis farmacolégicamente eficaz
de un adenovirus oncolitico de la invencién y uno o mas soportes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

La invencién también proporciona el adenovirus oncolitico de la presente invencién para uso como un medicamento.

La invencidén también proporciona el adenovirus oncolitico de la presente invencién para uso en el tratamiento o la
prevencién de cancer o una enfermedad premaligna que conduce a cancer en un mamifero.

La invencion también proporciona un polinucledtido aislado que comprende una secuencia seleccionada del grupo
que consiste en SEQ ID NO: 3, 4, y 5.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1. Representacién esquematica de las modificaciones del hexén en el adenovirus oncolitico ICOVIR15K-gp100-
tyr (SEQ ID NO: 2).

Figura 2. Representacion esquemética de diez pases (P) en serie de adenovirus que muestra efecto citopético (CPE).

Figura 3. Ensayo de placa de los virus oncoliticos ICOVIR15K (SEQ ID NO: 1), ICOVIR15K-TD (SEQ ID NO: 3),
ICOVIR15K-gp100-tyr (SEQ ID NO: 2), e ICOVIR15K-TD-gp100-tyr (SEQ ID NO: 4).

Figura 4. Citotoxicidad de los virus oncoliticos ICOVIR15K, ICOVIR15K-TD, ICOVIR15K-gp100-tyr, e ICOVIR15K-TD-
gp100-tyr y sus correspondientes valores Clsp.

Figura 5A-B. Ensayo de produccién virica de los virus oncoliticos ICOVIR15K, ICOVIR15K-TD, ICOVIR15K-gp100-tyr,
e ICOVIR15K-TD-gp100-tyr. La figura 5A muestra el nimero total de unidades de transduccién (UT) por ml producido
por cada virus a diferentes tiempos tras la infeccién. La figura 5B muestra el nimero de UT/ml liberadas por cada virus
a diferentes tiempos tras la infeccién.
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Figura BA-C. Afinidad de unién de epitopos mutados en ICOVIR15K-gp100-tyr comparado con epitopos de tipo salvaje
en HAdS. La figura 6A muestra las curvas de afinidad de HLA-A2.1 para epitopos adenoviricos mutados. La figura 6B
muestra las curvas de afinidad de HLA-A2.1 para epitopos tumorales. La figura 6C muestra los valores Kd y la
funcionalidad para cada mutacién.

Figura 7. Inmunizacién de ratones HLA-A2.1 transgénicos con ICOVIR15K-gp100-tyr con o sin la triple delecidn. La
inmunizacién principal se hizo con virus inactivo dado IM y el refuerzo se hizo con administracién intravenosa de virus
activo, ambas a 10'° vp/raton. Se realizé ELISPOT usando 2.500.00 de esplenocitos por pocillo. Conjunto Hx (conjunto
de hexén). Los esplenocitos indiferenciados se infectaron con ICOVIR15K-gp100-tyr (15K-gp-tyr) o ICOVIR15K-TD-
gp100-tr (15K-TD-pgtyr) durante 24 h y después se afiadi6 a los esplenocitos de ratones inmunizados en el ensayo
ELISPOT.

Figura 8A-D. La figura 8A muestra el disefio experimental para vacunar ratones transgénicos HHD con diferentes
adenovirus oncoliticos incluyendo ICOVIR15K-TD-gp100-tyr. Se dio una Unica dosis de 10'° particulas viricas (vp) de
virus inactivo por via intramuscular (IM) el dia 0, después una dosis de refuerzo de 10'° vp el dia 14 usando una
inyeccidn intravenosa de virus activo. Después de 21 dias, los ratones se provocaron con 108 células B16CAR-A2. Se
siguieron la aparicién de crecimiento tumoral (8B) y el crecimiento (8C) a lo largo del tiempo hasta que se realizé el
analisis ELISPOT de esplenocitos. La figura 8D muestra las curvas de supervivencia trazadas usando GraphPad
Prism. Se establecié que el punto final era 500 mm?3. N = 12 sitios de inyeccién por grupo y N = 6 ratones por grupo.

Figura 9. Evaluacién de citotoxicidad de adenovirus oncoliticos que portan mutaciones TD (ICOVIR15K-TD; SEQ ID
NO: 3) 0 QD (ICOVIR15K-QD; SEQ ID NO: 5) comparados con el parental (ICOVIR15K) con el fin de determinar sus
valores CI50. Se infectaron células A549 a diferentes MOl y la supervivencia celular se evalud 6 dias tras la infeccion
con un ensayo BCA. Los valores CI50 se calcularon usando GraFit.

Figura 10A-B. Afinidad de unién a péptidos de epitopos mutados Hex512 y Hex917 en ICOVIR15K-QD comparados
con los epitopos de tipo salvaje en HAdS. La figura 10A muestra las curvas de afinidad de HLA-A2.1 para Hex512 y
Hex917 mutados. La figura 10B muestra los valores Kd y la funcionalidad de cada mutacion.

Figura 11A-B. Eficacia antitumoral comparativa de ICOVIR15K e ICOVIR15K-QD en ratones C57BL/6 A2/KbH-2+
transgénicos. Se inyectaron células B16CAR-A2 por via subcutdnea en ambos flancos de ratones y se dejé que se
formaran tumores. Los tumores se inyectaron por via intratumoral con ICOVIR15K, ICOVIR15K-QD, o PBS. La figura
11A muestra el volumen tumoral. La figura 11B muestra la regresion tumoral. Los virus se inyectaron a 10" vp/tumor
el dia 0. N = 7-9 tumores por grupo.

Figura 12A-C. Eficacia antitumoral comparativa de ICOVIR15K e ICOVIR15K-QD en ratones HHD transgénicos. La
figura 12A es un esquema que muestra que se inyectaron células B16CAR-A2 por via subcutdnea en ambos flancos
de ratones y se dejé que se formaran tumores. 9 dias tras la inyeccién, los tumores del lado derecho se inyectaron por
via intratumoral con ICOVIR15K (N = 6), ICOVIR15K-QD (N = 5), 0 PBS (N = 4) a 10"° vp/tumor (dia 0). Los tumores
del lado izquierdo se dejaron sin tratar para todos los grupos. La figura 12B muestra el volumen de los tumores
directamente inyectados. La figura 12C muestra el volumen de los tumores no inyectados (contralateral) (N = 6-7
tumores por grupo).

Figura 13. Respuestas inmunitarias generados después de la administracién intratumoral de 10'° vp/tumor de
ICOVIR15K o ICOVIR15K-QD en ratones HLA-A2.1 transgénicos que portan tumores B16CAR-A2. Se realizé
ELISPOT usando 2.500.00 de esplenocitos por pocillo. B16 + INF se refiere a reactividad contra tumores B16CAR-A2
previamente incubados con IFN-y.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién proporciona adenovirus oncoliticos que comprenden una mutacién V721A en el epitopo Hex713,
una mutaciéon A900S en el epitopo Hex892 y una mutacién a V925K en el epitopo Hex917 o una mutacién L520P en
el epitopo Hex512, una mutacién V721A en el epitopo Hex713, una mutacién A900S en el epitopo Hex892 y una
mutacién a V925K en el epitopo Hex917. Polinucleétidos relacionados y composiciones que comprenden los
adenovirus oncoliticos. Se proporcionan ademés los adenovirus oncoliticos novedosos para uso como un
medicamento o para uso en el tratamiento o la prevencién de cancer o una enfermedad premaligna que conduce a
cancer en un mamifero.

I. Definiciones
Para facilitar el entendimiento de la presente invencién, un nimero de términos y frases se definen a continuacion.
El término “adenovirus” como se hace referencia en el presente documento indica méas de 52 subtipos de adenovirus

aislados de seres humanos, y otros tantos de otros mamiferos y aves. Véase, por ejemplo, Strauss, S.E., "Adenovirus
Infections in Humans," en The Adenoviruses, Ginsberg, ed., Plenum Press, Nueva York, N.Y., pp. 451-496 (1984). Al
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término “adenovirus” se puede hacer referencia en el presente documento con la abreviatura “Ad” seguida por un
namero que indica el serotipo, por ejemplo, Ad5.

Como se usa en el presente documento, el término “adenovirus oncolitico” significa un adenovirus que es capaz de
replicarse o que es competente para replicacién en una célula tumoral. Son diferentes de un adenovirus no replicante
porque un adenovirus no replicante es incapaz de replicarse en la célula diana. Los adenovirus no replicantes se usan
en terapia génica como portadores de genes a células diana, ya que el fin es expresar el gen terapéutico en la célula
intacta y no la lisis de la célula. Al contrario, la accién terapéutica de los adenovirus oncoliticos se basa en la capacidad
de replicarse y lisar la célula diana, y mediante ello eliminar la célula tumoral. Como se usa en el presente documento,
los adenovirus oncoliticos incluyen tanto adenovirus competentes para replicacién capaces de lisar células tumorales,
incluso sin selectividad, como adenovirus oncoliticos que se replican selectivamente en tumores.

Como se usa en el presente documento, el término “vector adenovirico competente para replicacién” o “adenovirus
competente para replicacién” se refiere a cualquier vector adenovirico o adenovirus, respectivamente, que no es
deficiente en ninguna funcién génica requerida para la replicacién virica en células o tejidos especificos. El vector o
adenovirus es capaz de replicarse y empaquetarse, pero podria replicarse selectivamente o solo condicionalmente en
células o tejidos especificos.

Como se usa en el presente documento, un “adenovirus oncolitico especifico de tumor” es un adenovirus que
selectivamente destruye células de un trastorno proliferativo, por ejemplo, células cancerosas. Un “adenovirus
oncolitico especifico de tumor” preferentemente inhibe la proliferacién celular, produce lisis celular, o induce apoptosis
(colectivamente considerados destruccién) en una poblacién celular predeterminada con un fenotipo determinado que
apoya la replicacion del virus. Tales virus son incapaces de o estan limitados en la capacidad de inhibir proliferacién
celular, producir lisis celular, inducir apoptosis, o de otra manera replicarse en células que no tienen el fenotipo celular
predeterminado. La destruccién de células cancerosas se puede detectar por cualquier método establecido en la
técnica, tal como determinar el recuento de células viables, efecto citopético, apoptosis de células neoplasicas, sintesis
de proteinas viricas en las células cancerosas (por ejemplo, por marcaje metabdlico, analisis de inmunotransferencia
de proteinas viricas, o transcripcién inversa reaccién en cadena de la polimerasa de genes viricos necesarios para la
replicacion), o reducciéon en tamafio de un tumor.

Como se usa en el presente documento, una “delecién funcional de un epitopo de células T inmunodominante” se
refiere a cualquier mutacién (es decir, insercién, sustitucion, o delecién) en la secuencia codificante de un epitopo de
células T inmunodominante que produce al menos aproximadamente una reduccién de 10 veces en la afinidad de
union a HLA-A2 del epitopo.

El término “epitopo” o “determinante antigénico” se usan de forma intercambiable en el presente documento y se
refiere a esa porciéon de un antigeno capaz de ser reconocido por el sistema inmunitario (por ejemplo, células T, células
B y anticuerpos). Cuando el antigeno es un polipéptido, se pueden formar epitopos tanto de aminoacidos contiguos
como de aminoacidos no contiguos yuxtapuestos por plegamiento terciario de una proteina. Los epitopos formados
de aminoacidos contiguos tipicamente se retienen tras la desnaturalizacion de la proteina, mientras los epitopos
formados por plegamiento terciario tipicamente se pierden tras la desnaturalizacién de la proteina. Un epitopo
tipicamente incluye al menos 3, y mas habitualmente, al menos 5 u 8-10 aminoacidos en una conformacién espacial
Unica. El término “epitopo de células T inmunodominante” se refiere a un epitopo o determinante antigénico de un
antigeno que es facilmente reconocido por el sistema inmunitario y provoca una respuesta robusta de células T CD4*
o CD8* comparado a otros epitopos del mismo antigeno o de otros antigenos procesados simultaneamente por la
célula.

Como se usa en el presente documento, un adenovirus que tiene “citotoxicidad sustancialmente reducida” se refiere
a un adenovirus que tiene aproximadamente una reduccién de 2 veces o mayor en su valor Clso (multiplicidad de
infeccién requerida para alcanzar el 50% de citotoxicidad celular) en células A549 5 dias tras la infeccién comparado
con el adenovirus parental.

Como se usa en el presente documento, un adenovirus que tiene “replicacion virica sustancialmente reducida” se
refiere a un adenovirus que tiene una reduccién mayor de aproximadamente una unidad logaritmica en tamafio de
estallido virico total (cantidad de particulas viricas producidas por una célula infectada) en células A549 60 horas tras
la infeccién en comparacidn con el adenovirus parental.

Un polipéptido, anticuerpo, polinucleétido, vector, célula, o composicién que esta “aislado” es un polipéptido,
anticuerpo, polinucleétido, vector, célula, o composicién que estd en una forma no encontrada en la naturaleza. Los
polipéptidos, anticuerpos, polinucleétidos, vectores, células o composiciones aislados incluyen los que se han
purificado a un grado que ya no estan en una forma en la que se encuentran en la naturaleza. En algunos aspectos,
un anticuerpo, polinucleétido, vector, célula, o composiciéon que esta aislada es sustancialmente puro.

Como se usa en el presente documento, “sustancialmente puro” se refiere a material que es al menos el 50% puro (es
decir, libre de contaminantes), al menos el 90% puro, al menos el 95% puro, al menos el 98% puro, o al menos el 99%
puro.
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Como se usa en el presente documento, el término “trastorno proliferativo” se refiere a cualquier trastorno celular en
el que las células proliferan mas rapidamente que el crecimiento de tejido normal. Un trastorno proliferativo incluye,
pero no esta limitado a, cancer.

Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren o describen el estado fisioldgico en mamiferos en el que una poblacién
de células se caracteriza por crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, pero no estan limitados
a carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. Los ejemplos mas particulares de tales canceres incluyen cancer
nasofaringeo, cancer sinovial, cancer hepatocelular, cancer renal, cancer de tejidos conjuntivos, melanoma, cancer de
pulmén, cancer de intestino, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, cancer de cerebro, cancer de garganta,
cancer oral, cancer de higado, cdncer de huesos, cancer pancreético, coriocarcinoma, gastrinoma, feocromocitoma,
prolactinoma, leucemia/linfoma de células T, neuroma, enfermedad de von Hippel-Lindau, sindrome de Zollinger-
Ellison, cancer suprarrenal, cancer anal, cancer del conducto biliar, céncer de vejiga, cancer de uréter,
oligodendroglioma, neuroblastoma, meningioma, tumor de médula espinal, osteocondroma, condrosarcoma, sarcoma
de Ewing, cancer de sitio primario desconocido, carcinoide, carcinoide del aparato digestivo, fibrosarcoma, cancer de
mama, enfermedad de Paget, cancer cervical, cancer de eséfago, cancer de vesicula biliar, cAncer de cabeza, cancer
de ojo, cancer de cuello, cancer de rifién, tumor de Wilms, sarcoma de Kaposi, cancer de préstata, cancer testicular,
enfermedad de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, cancer de piel, mesotelioma, mieloma multiple, cancer ovérico,
cancer pancreédtico endocrino, glucagonoma, cancer pancreético, cancer paratiroideo, cancer de pene, cancer
hipofisiario, sarcoma de tejido blando, retinoblastoma, cancer de intestino delgado, cancer de estémago, cancer de
timo, cancer de tiroides, cancer trofoblastico, mola hidatidiforme, cancer uterino, cAncer endometrial, cancer de vagina,
cancer de vulva, neuroma acustico, micosis fungoides, insulinoma, sindrome carcinoide, somatostatinoma, cancer de
las encias, cancer de corazén, cancer de labios, cdncer de meninges, cancer de boca, cancer de nervio, cancer del
paladar, cancer de la glandula parétida, cancer del peritoneo, cancer de faringe, cancer pleural, cancer de glandula
salivar, cancer de lengua, y cancer de amigdala.

“Tumor” y “neoplasia” se refieren a cualquier masa de tejido que resulta de excesivo crecimiento celular o proliferacién,
ya sea benigno (no canceroso) o maligno (canceroso) incluyendo lesiones precancerosas. Los ejemplos de tumores
incluyen, pero no estén limitados a, adenocarcinoma, adenoma, astrocitoma, carcinoma, condroma, condrosarcoma,
cistadenoma, disgerminoma, leucemia eritroide, fibroma, fibrosarcoma, tumor de células granulosas, hemangioma,
hemangiosarcoma, leiomioma, leiomiosarcoma, tumor de células de Leydig, lipoma, liposarcoma, leucemia
linfoblastica, leucemia linfocitica, linfoma, histiocitosis maligna, melanoma maligno, tumor de células cebadas,
melanocitoma, meningioma, mesotelioma, mieloma multiple, leucemia mieloide, oligodendroglioma, osteoma,
osteosarcoma, plasmacitoma, rabdomioma, rabdomiosarcoma, seminoma, tumor de células de Sertoli, sarcoma de
tejidos blandos, carcinoma de células escamosas, papiloma escamoso, sarcoma de células de transicion, timoma, y
carcinoma de células de transicion.

Los términos “célula cancerosa’, “célula tumoral’, y equivalentes gramaticales se refieren a la poblacién total de células
derivadas de un tumor o una lesién precancerosa, incluyendo tanto células no tumorigénicas, que comprende la
mayoria de la poblacién de células del tumor, como células madre tumorigénicas (células madre cancerosas). Como
se usa en el presente documento, el término “célula tumoral” se modificard por el término “no tumorigénica” cuando
se refiere solamente a esas células tumorales que carecen de la capacidad de renovarse y diferenciarse para
distinguirlas de esas células tumorales a partir de células madre cancerosas.

El término “sujeto” se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamifero) incluyendo, pero no limitado a, seres
humanos, primates no humanos, roedores, y similares, que va a ser el receptor de un tratamiento particular.
Tipicamente, los términos, “sujeto” y “paciente” se usan de forma intercambiable en el presente documento en
referencia a un sujeto humano.

La administracién “en combinacién con” uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye la administracion
simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier orden.

Los términos “formulacidén farmacéutica” y “composiciéon farmacéutica” se refieren a una preparacién que esta en tal
forma que permite que la actividad biol6gica del principio activo sea eficaz, y que no contiene componentes adicionales
que sean inaceptablemente toéxicos para un sujeto al que se administraria la formulacién. Tales formulaciones y
composiciones pueden ser estériles.

El término “sales farmacéuticamente aceptables” o “soporte farmacéuticamente aceptable” se pretende que incluya
sales de los compuestos activos que se preparan con acidos o bases relativamente no téxicos, dependiendo de los
sustituyentes particulares encontrados en los compuestos descritos en el presente documento. Cuando los
compuestos de la presente solicitud contienen funcionalidades relativamente acidas, se pueden obtener sales de
adicién de base poniendo en contacto la forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente de la base
deseada, ya sea pura o en un solvente inerte adecuado. Los ejemplos de sales de adicion de base farmacéuticamente
aceptables incluyen sal de sodio, potasio, calcio, amonio, amino organico, 0 magnesio, o una sal similar. Cuando los
compuestos de la presente solicitud contienen funcionalidades relativamente basicas, se pueden obtener sales de
adicién de acido poniendo en contacto la forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente del acido
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deseado, ya sea puro o en un solvente organico adecuado. Los ejemplos de sales de adicién de &cido
farmacéuticamente aceptables incluyen las derivadas de &cidos inorganicos tal como acidos clorhidrico, bromhidrico,
nitrico, carbdnico, monohidrogenocarbénico, fosférico, monohidrogenofosférico, dihidrogenofosférico, sulftrico,
monohidrogenosulfurico, yodhidrico o fosforoso y similares, asi como sales derivadas de &cidos orgénicos
relativamente no téxicos como acético, propibénico, isobutirico, maleico, maldnico, benzoico, succinico, subérico,
fumarico, lactico, mandélico, ftalico, bencenosulfénico, p-tolilsulfénico, citrico, tartarico, metanosulfénico, y similares.
También se incluyen sales de aminoacidos tal como arginato y similares, y sales de 4cidos organicos como acidos
glucurdnico o galacturénico y similares (véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al., J Pharm Sci. En 1977;66(1):1-19).
Otros soportes farmacéuticamente aceptables que conocen los expertos en la materia son adecuados para
composiciones de la presente solicitud. Una “cantidad eficaz” de un adenovirus oncolitico u otro farmaco divulgado en
el presente documento es una cantidad suficiente para llevar a cabo un fin especificamente manifestado, tal como un
fin terapéutico o profilactico. Una “cantidad eficaz” se puede determinar empiricamente y de una manera rutinaria, en
relacién al fin manifestado.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un adenovirus oncolitico u otro farmaco
eficaz para “tratar’” una enfermedad o trastorno en un sujeto o mamifero. En el caso de cancer, la cantidad
terapéuticamente eficaz del adenovirus oncolitico o farmaco puede reducir el nimero de células cancerosas; reducir
el tamafio del tumor; inhibir (es decir, ralentizar a algin grado y en una cierta forma de realizacién, parar) la infiltracién
de células cancerosas en 6rganos periféricos; inhibir (es decir, ralentizar a algin grado y en una cierta forma de
realizacién, parar) la metastasis tumoral; inhibir, a algin grado, el crecimiento tumoral; y/o aliviar a algin grado uno o
més de los sintomas asociados con el cancer. Véase la definiciéon en el presente documento de “tratar’. El grado al
que el adenovirus oncolitico o farmaco puede prevenir el crecimiento y/o destruir las células cancerosas existentes,
puede ser citostatico y/o citotdxico. Una “cantidad profilacticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a dosis y
durante periodos de tiempo necesarios, para alcanzar el resultado profilactico deseado. Tipicamente, pero no
necesariamente, puesto que una dosis profilactica se usa en sujetos antes de o en una fase més temprana de la
enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz sera menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

Los términos “dosis” y “dosificacién” se usan de forma intercambiable en el presente documento. Una dosis se refiere
a la cantidad de principio activo dado a un individuo en cada administracion. La dosis variara dependiendo de un
nimero de factores, incluyendo el intervalo de dosis normales para una terapia determinada, frecuencia de
administracion; tamafio y tolerancia del individuo; gravedad de la afeccién; riesgo de efectos secundarios; y la ruta de
administraciéon. Un experto en la materia reconocera que la dosis se puede modificar dependiendo de los factores
anteriores o basado en la evolucidn terapéutica. El término “forma posolégica’ se refiere al formato particular del
farmaco o la composicién farmacéutica, y depende de la via de administracién. Por ejemplo, una forma posolégica
puede estar en forma liquida para nebulizacién, por ejemplo, para inhalantes, en un comprimido o liquido, por ejemplo,
para la administracién oral, o una solucién salina, por ejemplo, para inyeccién.

La palabra “marcador’ cuando se usa en el presente documento se refiere a un compuesto o composicién detectable
que esta conjugado directa o indirectamente a una particula virica o un polipéptido de modo que genera una particula
virica o polipéptido “marcado”. El marcador puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores radioisétopos
o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimético, puede catalizar la alteracién quimica de un
compuesto o composicién sustrato que es detectable.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Util en el tratamiento de cancer, independientemente del
mecanismo de accién. Las clases de agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no estan limitadas a: agentes
alquilantes, antimetabolitos, alcaloides vegetales venenos del huso, antibidticos citotéxicos/antitumorales, inhibidores
de topoisomerasa, anticuerpos, fotosensibilizadores, e inhibidores de quinasas. Los agentes quimioterapéuticos
incluyen compuestos usados en “terapia dirigida” y quimioterapia convencional.

Términos tales como “que trata” o “tratamiento” o “tratar’ o “que alivia” o “aliviar’ se refieren tanto a 1) medidas
terapéuticas que curan, ralentizan, reducen sintomas de, y/o detienen la evolucién de un estado patolégico o trastorno
diagnosticado como 2) medidas profilacticas o preventivas que previenen y/o ralentizan el desarrollo de un estado
patolégico o trastorno objetivo. Por tanto, esos en necesidad de tratamiento incluyen esos ya con el trastorno, los
propensos a tener el trastorno; y esos en los que el trastorno se va a prevenir. En ciertas formas de realizacion, un
sujeto se “trata” con éxito para cancer segun los métodos de la presente invencién si el paciente muestra uno 0 mas
de los siguientes: una reduccidén en el numero de o ausencia completa de células cancerosas; una reduccién en el
tamafio del tumor; inhibicion de o ausencia de infiltracién de células cancerosas en érganos periféricos incluyendo,
por ejemplo, la propagaciéon de cancer en tejido blando y hueso; inhibicién de o una ausencia de metastasis tumoral,
inhibicién o una ausencia de crecimiento tumoral; alivio de uno o més sintomas asociados con el cancer especifico;
morbilidad y mortalidad reducidas; mejora en la calidad de vida; reduccién en tumorigenicidad, frecuencia
tumorigénica, o capacidad tumorigénica, de un tumor; reduccién en el numero o frecuencia de células madre
cancerosas en un tumor; diferenciacién de células tumorigénicas a un estado no tumorigénico; o alguna combinacién
de efectos.

“Polinucleétido” o “acido nucleico”, como usan de forma intercambiable en el presente documento, se refieren a
polimeros de nucleétidos de cualquier longitud, e incluyen ADN y ARN. Los nucleétidos pueden ser
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desoxirribonucledtidos, ribonucledtidos, nucleétidos o bases modificados, y/o sus analogos, o cualquier sustrato que
se pueda incorporar en un polimero por ADN o ARN polimerasa. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos
modificados, tal como nucleétidos metilados y sus analogos. Si estad presente, la modificaciéon a la estructura del
nucleétido se puede impartir antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos puede estar
interrumpida por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétidos se puede modificar ademas después de la
polimerizacion, tal como por conjugaciéon con un componente de marcaje. Otros tipos de modificacién incluyen, por
ejemplo, “caperuzas”, sustitucién de uno o mas de nucleétidos naturales con un analogo, modificaciones
internucleotidicas tal como, por ejemplo, esas con enlaces no cargados (por ejemplo, fosfonatos de metilo,
fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.) y con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos,
etc.), las que contienen fracciones colgantes, tal como, por ejemplo, proteinas (por ejemplo, nucleasas, toxinas,
anticuerpos, péptidos sefial, poli-L-lisina, etc.), esas con intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), las que
contienen quelantes (por ejemplo, metales, metales radioactivos, boro, metales oxidantes, etc.), las que contienen
alquilantes, esas con enlaces modificados (por ejemplo, cidos nucleicos alfa anoméricos, etc.), asi como formas sin
modificar del/los polinucleétido(s). Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo normalmente presentes en los azlUcares
se puede sustituir, por ejemplo, por grupos fosfonato, grupos fosfato, protegidos por grupos protectores estéandar, o
activados para preparar enlaces adicionales para nucledtidos adicionales, o se pueden conjugar a soportes sélidos.
Los OH & y 3’ terminales pueden estar fosforilados o sustituidos con aminas o fracciones de grupos bloqueantes
organicos de 1 a 20 4tomos de carbono. Otros hidroxilos también se pueden derivar a grupos protectores estandar.
Los polinucleétidos también pueden contener formas analogas de los azlcares ribosa o desoxirribosa que en general
se conocen en la técnica, por ejemplo, 2’-O-metil-, 2-O-alil-, 2'-fluoro- o 2’-azido-ribosa, analogos de azlcares
carbociclicos, azUcares alfa-anoméricos, azlcares epiméricos tal como arabinosa, xilosas o lixosas, azUcares
piranosas, azUcares furanosas, sedoheptulosas, analogos aciclicos y analogos de nucledsidos abasicos tal como metil
ribésido. Uno o méas enlaces fosfodiéster se pueden sustituir por grupos enlazadores alternativos. Estos grupos
enlazadores alternativos incluyen, pero no estan limitados a, aspectos en donde el fosfato se sustituye por P(O)S
(“tioato”), P(S)S (“ditioato”), “(O)NR2 (“amidato”), P(O)R, P(O)OR’, CO o CH, (“formacetal”), en los que cadaRo R’ es
independientemente H o alquilo (1-20 C) sustituido o sin sustituir que opcionalmente contiene un enlace éter (-O-),
arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o araldilo. No todos los enlaces en un polinucleétido necesitan ser idénticos.
La descripcién anterior aplica a todos los polinucleétidos referidos en el presente documento, incluyendo ARN y ADN.

El término “vector’ significa una construcciéon, que es capaz de administrar, y expresar, uno 0 mas gen(es) o
secuencia(s) de interés en una célula huésped. Los ejemplos de vectores incluyen, pero no estan limitados a, vectores
viricos, vectores de expresién de ADN o ARN desnudo, plasmidos, césmido o vectores fagos, vectores de expresion
de ADN o ARN asociados con agentes condensantes catiénicos, vectores de expresion de ADN o ARN encapsulados
en liposomas, y ciertas células eucariotas, tal como células productoras.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de forma intercambiable en el presente documento para
referirse a polimeros de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede
comprender aminoacidos modificados, y puede estar interrumpido por no aminoécidos. Los términos también abarcan
un polimero de aminoéacidos que se ha modificado de forma natural o por intervencidn, por ejemplo, formacién de
enlaces disulfuro, glucosilacién, lipidacién, acetilacién, fosforilacién, o cualquier otra manipulacién o modificacién, tal
como conjugacién con un componente marcador. También se incluyen en la definicion, por ejemplo, polipéptidos que
contienen uno o mas anéalogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi como
otras modificaciones conocidas en la técnica.

El término “aminoacido” se refiere a aminoacidos naturales y sintéticos, asi como a analogos de aminoécidos y
miméticos de aminoacidos que funcionan de una manera similar a los aminoacidos naturales. Los aminoéacidos
naturales son los codificados por el cédigo genético, asi como esos aminoacidos que se modifican después, por
ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, y O-fosfoserina. Analogos de aminoacidos se refiere a compuestos que
tienen la misma estructura quimica bésica que un aminoacido natural, es decir, un carbono que esta unido a un
hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, sulféxido de
metionina, metionina metil sulfonio. Tales anéalogos tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o esqueletos
peptidicos modificados, pero retienen la misma estructura quimica basica que un aminoéacido natural. Miméticos de
aminoécidos se refiere a compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica
general de un aminoécido, pero que funciona de una manera similar a un aminoéacido natural.

Los términos “idéntico” o “porcentaje de identidad” en el contexto de dos 0 mas acidos nucleicos o polipéptidos, se
refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado de nucleétidos
o residuos de aminoacidos que son iguales, cuando se comparan y alinean (introduciendo huecos, si es necesario)
para maxima correspondencia, sin considerar ninguna sustitucién de aminoacidos conservadoras como parte de la
identidad de secuencia. El porcentaje de identidad se puede medir usando software o algoritmos de comparacién de
secuencias o por inspeccién visual. Se conocen varios algoritmos y software en la técnica que se pueden usar para
obtener alineamientos de secuencias de aminoécidos o nucledtidos. Un ejemplo no limitante de un algoritmo de
alineamiento de secuencia es el algoritmo descrito en Karlin, S. y Altschul, S.F., Proc Natl Acad Sci USA. Marzo
1990,;87(6):2264-2268, modificado en Karlin, S. y Altschul, S.F., Proc Natl Acad Sci USA. 15 Jun 1993;90(12):5873-
5877, e incorporado en los programas NBLAST y XBLAST (Altschul, S.F., et al., Nucleic Acids Res. 1 Sep
1997,25(17):3389-402). En ciertos aspectos, se puede usar Gapped BLAST como se describe en Altschul et al.,
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BLAST-2, WU-BLAST-2 (Altschul, S.F. y Gish, W., Methods Enzymol. 1996;266:460-80.), ALIGN, ALIGN-2 (Genentech,
South San Francisco, California) o Megalign (DNASTAR) son programas de software publicamente disponibles
adicionales que se pueden usar para alinear secuencias. En ciertos aspectos, el porcentaje de identidad entre dos
secuencias de nucleétidos se determina usando el programa GAP en el software in GCG (por ejemplo, usando una
matriz NWSgapdna. CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70, 0 90 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6). En
ciertos aspectos alternativos, el programa GAP en el paquete de software GCG, que incorpora el algoritmo de
Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)) se puede usar para determinar el porcentaje de identidad
entre dos secuencias de aminoécidos (por ejemplo, usando o bien una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un
peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5). Alternativamente, en ciertos aspectos,
el porcentaje de identidad entre secuencias de nucleétidos o aminoacidos se determina usando el algoritmo de Myers
y Miller (CABIOS, 4:11-17 (1989)). Por ejemplo, el porcentaje de identidad se puede determinar usando el programa
ALIGN (versién 2.0) y usando una PAM120 con una tabla de residuos, una penalizacién de longitud de hueco de 12y
una penalizacidén de hueco de 4. Los parametros apropiados para maximo alineamiento por software de alineamiento
particular los puede determinar un experto en la materia. En ciertos aspectos, se usan los pardmetros por defecto del
software de alineamiento. En ciertos aspectos, el porcentaje de identidad “X’ de una primera secuencia de
aminodacidos respecto a una segunda secuencia de aminoacidos se calcula como 100 x (Y/Z), donde Y es el nimero
de residuos de aminoécidos puntuados como coincidencias idénticas en el alineamiento de la primera y segunda
secuencias (alineadas por inspeccién visual o un programa de alineamiento de secuencias particular) y Z es el nimero
total de residuos en la segunda secuencia. Si la longitud de una primera secuencia es mayor que la segunda
secuencia, el porcentaje de identidad de la primera secuencia respecto a la segunda secuencia sera més larga que el
porcentaje de identidad de la segunda secuencia respecto a la primera secuencia.

Como ejemplo no limitante, si un polinucleétido particular tiene un cierto porcentaje de identidad de secuencia (por
ejemplo, es al menos aproximadamente el 80% idéntico, al menos aproximadamente el 85% idéntico, al menos
aproximadamente el 90% idéntico, y en algunos aspectos, al menos aproximadamente el 95%, 96%, 97%, 98%, o
99% idéntico) respecto a una secuencia de referencia se puede, en algunos aspectos, determinar usando el programa
Bestfit (Paquete de anélisis de secuencias de Wisconsin, Versién 8 para Unix, Genetics Computer Group, University
Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 53711). Bestfit usa el algoritmo de homologia local de Smith y
Waterman, Advances in Applied Mathematics 2: 482-489 (1981), para encontrar el mejor segmento de homologia entre
dos secuencias. Cuando se usa Bestfit o cualquier otro programa de alineamiento de secuencia para determinar si
una secuencia particular es, por ejemplo, el 95% idéntica a una secuencia de referencia segln la presente divulgacién,
los parametros se ajustan de modo que el porcentaje de identidad se calcula sobre la longitud completa de la secuencia
de nucleétidos de referencia y que se permiten huecos en homologia de hasta el 5% del numero total de nucledtidos
en la secuencia de referencia.

En algunos aspectos, dos acidos nucleicos o polipéptidos de la divulgacién son sustancialmente idénticos, lo que
significa que tienen al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, y en algunos
aspectos, al menos aproximadamente el 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad de nucleétidos o residuos de
aminoacidos, cuando se comparan y alinean para maxima correspondencia, medido usando un algoritmo de
comparacién de secuencias o por inspeccién visual. En ciertos aspectos, existe identidad sobre una regién de las
secuencias que tiene al menos aproximadamente 10, aproximadamente 20, aproximadamente 40-60 residuos de
longitud o cualquier valor entero entre ellos, o sobre una regibn mas larga de 60-80 residuos, al menos
aproximadamente 90-100 residuos, o las secuencias son sustancialmente idénticas sobre la longitud total de las
secuencias que se comparan, tal como la regién codificante de una secuencia de nucleétidos, por ejemplo.

Una “sustitucién de aminoécidos conservadora” es una en la que un residuo de aminoacido se sustituye con otro
residuo de aminoéacido que tiene una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de residuos de
aminoécidos que tienen cadenas laterales similares, incluyendo cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales 4cidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares
sin carga (por ejemplo, asparragina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por
ejemplo, glicina, alanina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta-
ramificadas (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales arométicas (por ejemplo, tirosina,
fenilalanina, triptéfano, histidina). Por ejemplo, la sustitucién de una fenilalanina por una tirosina es una sustitucién
conservadora. En ciertos aspectos, las sustituciones conservadoras en las secuencias de los polipéptidos vy
anticuerpos de la divulgacién no anulan la unién del polipéptido o anticuerpo que contiene la secuencia de
aminoacidos, al/los antigeno(s), es decir, el FOLR1 al que se une el polipéptido o anticuerpo. Los métodos de identificar
las sustituciones conservadoras de nucleétidos y aminoacidos que no eliminan la unién a antigeno se conocen bien
en la técnica (véase, por ejemplo, Brummell, D.A., et al., Biochemistry. 2 Feb 1993;32(4):1180-7; Kobayashi, H., et al,,
Protein Eng. Oct 1999;12(10):879-84; y Burks, E.A., et al.,, Proc Natl Acad Sci U S A. 21 Ene 1997;94(2):412-7).

La frase “condiciones de hibridacién rigurosas” se refiere a condiciones en las que una sonda hibridara con su
subsecuencia diana, tipicamente en una mezcla compleja de acidos nucleicos, pero no a otras secuencias. Las
condiciones rigurosas son dependientes de la secuencia y seran diferentes en diferentes circunstancias. Las
secuencias mas largas hibridan especificamente a mayores temperaturas. Se encuentra una guia extensa para las
condiciones de hibridacién de acidos nucleicos en Tijssen, P., Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
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Biology - Hybridization with Nucleic Probes. 1993;24:19-78. En general, las condiciones rigurosas se seleccionan para
que sean aproximadamente 5-10°C menos que el punto de fusién térmico (Tm) para la secuencia especifica a un pH
de fuerza ibnica definida. La Tn, es la temperatura (en fuerza iénica, pH y concentracién nucleica definidas) a la que el
50% de las sondas complementarias a la diana hibridan a la secuencia diana en equilibrio (como las secuencias diana
estan presentes en exceso, a la Tm, el 50%> de las sondas estan ocupadas en equilibrio). Las condiciones rigurosas
también se pueden lograr con la adicién de agentes desestabilizantes tal como formamida. Para hibridacién selectiva
o especifica, una sefial positiva es hibridacién de al menos dos veces el fondo, preferiblemente 10 veces el fondo. Las
condiciones de hibridacién rigurosas ejemplares pueden ser como sigue: formamida al 50%, SSC 5x, y SDS al 1%,
incubando a 42°C, o, SSC 5x, SDS al 1%, incubando a 65°C, con lavado en SSC 0,2x y SDS al 0,1% a 65°C.

Los é&cidos nucleicos que no hibridan entre si en condiciones rigurosas son todavia sustancialmente idénticos si los
polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto se produce, por ejemplo, cuando una copia de un acido
nucleico se crea usando la maxima degeneracién de codones permitida por el cddigo genético. En tales casos, los
acidos nucleicos tipicamente hibridan en condiciones de hibridacién moderadamente rigurosas. Las “condiciones de
hibridacién moderadamente rigurosas” ejemplares incluyen una hibridacién en un tampén de formamida al 40%, NaCl
1M, SDS al 1% a 37°C, y un lavado en SSC 1X a 45°C. Una hibridacién positiva es al menos dos veces el fondo. Los
expertos en la materia reconoceran facilmente que se pueden utilizar condiciones de hibridacién y lavado alternativas
para proporcionar condiciones de rigurosidad similar. Se proporcionan directrices adicionales para determinar los
parametros de hibridacién en numerosas referencias, por ejemplo, y Current Protocols in Molecular Biology, ed.
Ausubel, et al., John Wiley & Sons.

Para PCR, una temperatura de aproximadamente 36°C es tipica para amplificaciéon de baja rigurosidad, aunque las
temperaturas de hibridacién pueden variar entre aproximadamente 32°C y 48°C dependiendo de la longitud del
cebador. Para amplificaciéon de PCR de alta rigurosidad, una temperatura de aproximadamente 62°C es tipica, aunque
las temperaturas de hibridacién de alta rigurosidad pueden variar desde aproximadamente 50°C a aproximadamente
65°C dependiendo de la longitud del cebador y la especificidad. Las condiciones de ciclo tipicas para amplificaciones
tanto de alta como de baja rigurosidad incluyen una fase de desnaturalizacidén de 90°C a 95°C durante de 30 segundos
a 2 minutos, una fase de hibridacién que dura de 30 segundos a 2 minutos, y una fase de extensién de
aproximadamente 72°C durante de 1 a 2 minutos. Se proporciona protocolos y directrices para reacciones de
amplificacién de baja y alta rigurosidad, por ejemplo, en Innis, M.A., et al., PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, Academic Press, Inc. N.Y. (1990)).

El término “recombinante” cuando se usa con referencia, por ejemplo, a una célula, o acido nucleico, proteina, o virus,
o vector, indica que la célula, acido nucleico, proteina, virus o vector se ha modificado por o es el resultado de métodos
de laboratorio. Asi, por ejemplo, las proteinas recombinantes incluyen proteinas producidas por métodos de
laboratorio. Las proteinas recombinantes pueden incluir residuos de amino4cidos no encontrados en la forma nativa
(no recombinante) de la proteina o pueden incluir residuos de aminoacidos que se han modificado, por ejemplo,
marcado. Una célula, virus, &cido nucleico, proteina o vector recombinante puede incluir una célula, virus, acido
nucleico, proteina o vector que se ha modificado por la introduccién de un acido nucleico o proteina heteréloga o la
alteracién de un é&cido nucleico o proteina nativos. Asi, por ejemplo, las células recombinantes incluyen células que
expresan genes que no se encuentran en la forma nativa (no recombinante) de la célula o expresan genes nativos
que de otra manera se expresan anémalamente, subexpresan o no se expresan en absoluto.

El término “heterélogo” cuando se usa con referencia a porciones de un acido nucleico indica que el 4cido nucleico
comprende dos 0 mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacién entre si en la naturaleza. Por
ejemplo, el 4cido nucleico tipicamente se produce de forma recombinante, tiene dos 0 mas secuencias de genes no
relacionados organizadas para hacer un nuevo acido nucleico funcional, por ejemplo, un promotor de una fuente y una
regién codificante de otra fuente. Similarmente, una proteina heteréloga indica que la proteina comprende dos 0 més
subsecuencias que no se encuentran en la misma relacién entre si en la naturaleza (por ejemplo, una proteina de
fusion).

Como se usa en el presente documento, el término “modificacién” se refiere a un cambio en la secuencia de una
secuencia de é&cido nucleico o polipéptido. Por ejemplo, las modificaciones de la secuencia de aminoacidos
tipicamente estan en una o mas de tres clases: variantes de sustitucién, insercién o delecién. Las inserciones incluyen
fusiones amino y/o carboxi terminales, asi como inserciones intrasecuencia de residuos de aminoécidos Unicos o
multiples. Las deleciones se caracterizan por la eliminacién de uno o mas residuos de aminoéacidos de la secuencia
de la proteina. Como se usa en el presente documento, el simbolo A o delta se refiere a una delecién. Las
modificaciones de sustitucién son esas en que al menos un residuo se ha eliminado y un residuo diferente insertado
en su lugar. Las sustituciones de aminoacidos son tipicamente de residuos Unicos, pero se pueden producir en un
numero de diferentes localizaciones a la vez. Se pueden combinar sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier
combinacién de las mismas para llegar a una construccién final. Estas modificaciones se pueden preparar por
modificacién de nucleétidos en el ADN que codifica la proteina, produciendo de esta manera ADN que codifica la
modificacién. Las técnicas para hacer mutaciones de insercidn, delecién y sustitucidén en sitios predeterminados en el
ADN que tiene una secuencia conocida son bien conocidas. Las técnicas de modificacién pueden implicar el uso de
tecnologia de ADN recombinante para manipular la secuencia de ADN que codifica una o mas regiones del polipéptido.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2987442 T3

Opcionalmente, las técnicas de modificacién incluyen, por ejemplo, recombinacién, mutagénesis con cebador M13 y
mutagénesis por PCR.

Los términos “transfeccién”, “transduccion”, “transfectar” o “transducir’, se pueden usar de forma intercambiable y se
definen como un proceso de introducir una molécula de &cido nucleico o una proteina en una célula. Los acidos
nucleicos se introducen en una célula usando métodos no viricos o viricos. La molécula de acido nucleico puede ser
una secuencia que codifica proteinas completas o porciones funcionales de las mismas. Tipicamente, un vector de
acido nucleico, que comprende los elementos necesarios para la expresién de proteinas (por ejemplo, un promotor,
sitio de inicio de la transcripcion, etc.). Los métodos no viricos de transfeccién incluyen cualquier método apropiado
que no usa ADN virico o particulas viricas como un sistema de administraciéon para introducir la molécula de acido
nucleico en la célula. Los métodos de transfeccidn no viricos ejemplares incluyen transfeccién con fosfato de calcio,
transfeccién liposémica, nucleofeccién, sonoporacién, transfeccién mediante choque térmico, magnetifeccién y
electroporacion. Para los métodos viricos, cualquier vector virico Util se puede usar en los métodos descritos en el
presente documento. Los ejemplos de vectores viricos incluyen, pero no estan limitados a vectores retroviricos,
adenoviricos, lentiviricos y de virus adenoasociados. En algunos aspectos, las moléculas de acido nucleico se
introducen en una célula usando un vector adenovirico segln procedimientos estandar bien conocidos en la técnica.
Los términos “transfeccion” o “transducciéon” también se refieren a introducir proteinas en una célula del medio externo.
Tipicamente, la transduccidn o transfeccién de una proteina se basa en la unién de un péptido o proteina capaz de
cruzar la membrana celular a la proteina de interés. Véase, por ejemplo, Ford, K.G., et al., Gene Ther. Ene 2001;8(1):1-
4y Prochiantz, A., Nat Methods. Feb 2007; 4(2): 119-20.

Un “control” o “control estandar” se refiere a una muestra, medida, o valor que sirve como una referencia,
habitualmente una referencia conocida, para comparacién a una muestra, medida o valor de prueba. Por ejemplo, una
muestra de prueba se puede tomar de un paciente sospechoso de tener una enfermedad determinada (por ejemplo,
una enfermedad autoinmunitaria, enfermedad autoinmunitaria inflamatoria, cancer, enfermedad infecciosa,
enfermedad inmunitaria, u otra enfermedad) y compararla a un individuo normal (no enfermo) conocido (por ejemplo,
un sujeto control estandar). Un control estandar también puede representar una medida promedio o valor recogido de
una poblacién de individuos similares (por ejemplo, sujetos control estdndar) que no tienen una enfermedad
determinada (es decir, poblacién control estandar), por ejemplo, individuos sanos con unos antecedentes médicos
similares, la misma edad, peso, etc. Un valor control estandar también se puede obtener del mismo individuo, por
ejemplo, de una muestra obtenida anteriormente del paciente antes del inicio de la enfermedad. Un experto en la
materia reconocerd que los controles estdndar se pueden desefiar para la evaluacion de cualquier nimero de
parametros (por ejemplo, niveles de ARN, niveles de proteina, tipos celulares especificos, fluidos corporales
especificos, tejidos especificos, sinoviocitos, liquido sinovial, tejido sinovial, sinoviocitos de tipo fibroblasto, sinoviocitos
de tipo macréfago, etc.).

Un experto en la materia entendera qué controles estandar son los mas apropiados en una situacién determinada y
son capaces de analizar datos basados en comparaciones a valores controles estdndar. Los controles estandar
también son valiosos para determinar la significancia (por ejemplo, significancia estadistica) de los datos. Por ejemplo,
si los valores para un pardmetro determinado son muy variables en controles estandar, la variacién en las muestras
de prueba no se considerard como significativa.

Como se usa en la presente divulgacidn y reivindicaciones, las formas singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen formas
plurales a menos que el contexto claramente dicte otra cosa.

Se entiende que donde se describen formas de realizacién en el presente documento con el vocabulario “comprender”
formas de realizacién analogas de otra manera descritas en términos de “consiste en y/o consiste esencialmente en”
también se proporcionan.

El término “y/0” como se usa en una frase tal como “Ay/o B” en el presente documento se pretende que incluya tanto
‘AyB’, “Ao B’ “A” y “B”. Asimismo, el término “y/0” como se usa en una frase tal como “A, B y/o C” se pretende que
abarque cada una de las siguientes formas de realizacién; A By C; A,BoC;A0C;A0B;BoC;AyC;AyB;ByC,
A (solo); B (solo); y C (solo).

|I. Adenovirus oncoliticos

La presente invencién proporciona un adenovirus oncolitico, en donde dicho adenovirus oncolitico es capaz de
replicarse en una célula tumoral, y en donde dicho adenovirus se selecciona del grupo que consiste en:

(i) un adenovirus que comprende una mutaciéon V721A en el epitopo Hex713 (YLNHTFKKYV) (SEQ ID NO: 11), una
mutacién A900S en el epitopo Hex892 (LLYANSAHA) (SEQ ID NO: 15) y una mutacidén a V925K en el epitopo
Hex917 (YVLFEVFDV) (SEQ ID NO: 19); y

(i) un adenovirus que comprende una mutacién L520P en el epitopo Hex512 (GLVDCYINL) (SEQ ID NO: 23), una
mutacion V721A en el epitopo Hex713 (YLNHTFKKV) (SEQ ID NO: 11), una mutacién A900S en el epitopo
Hex892 (LLYANSAHA) (SEQ ID NO: 15) y una mutacién a V925K en el epitopo Hex917 (YVLFEVFDV) (SEQ ID
NO: 19).
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El adenovirus oncolitico de la invencién comprende las mutaciones indicadas, que son deleciones funcionales de
epitopos de células T inmunodominantes. Los epitopos de células T inmunodominantes son epitopos restringidos a
antigeno linfocitico humano (HLA) de clase |, en particular, los epitopos de células T inmunodominantes son epitopos
restringidos a antigeno linfocitico humano A2.1 (HLA-A2.1). Los epitopos inmunodominantes se identifican midiendo
la potencia de una respuesta inmunitaria tras la inmunizacién de un huésped (animal) con un antigeno. La potencia
de una respuesta inmunitaria contra un epitopo determinado se refiere al nimero de linfocitos que reconocen y se
activan tras el reconocimiento de tal epitopo. El inmunoproteasoma de las células corta los antigenos en pequefios
fragmentos (aproximadamente 9 aminoéacidos) y tales fragmentos se translocan al reticulo endoplasmico y se cargan
en moléculas de MHC de clase | o clase Il para ser presentados al receptor de células T en los linfocitos. La eficacia
de esta ruta de procesamiento y presentacién depende de la secuencia de aminoacidos y el haplotipo de las moléculas
de MHC. Los fragmentos presentados se definen como epitopos. Los epitopos inmunodominantes se definen como
los fragmentos presentados que activan un mayor nimero de linfocitos del huésped inmunizado. La cuantificacién del
namero de linfocitos activados se puede hacer usando diferentes técnicas tal como ELISPOT o tincién de citoquinas
intracelulares (ICS), que habitualmente detecta las citoquinas secretadas por linfocitos activados. La cantidad de CD8+
o CD4+ que reconocen epitopos de adenovirus humanos en seres humanos infectados con los adenovirus de tipo
salvaje se ha estudiado para identificar los epitopos inmunodominantes de adenovirus humanos. Véase, por ejemplo,
Tang J., et al., Virology Jul 2006; 350(2):312-22; Leen, A.M., et al., Blood Oct 2004; 104(8):2432-40; y Leen, A M., et
al., J Virol. Ene 2008; 82(1):546-54.

Las deleciones no estan asociadas con citotoxicidad sustancialmente reducida o replicacién virica sustancialmente
reducida en comparacién con un adenovirus parental que carece de dicha al menos una delecién.

Las deleciones de un epitopo de células T inmunodominante estan en la proteina hexén de adenovirus. Las deleciones
de un epitopo de células T inmunodominante estan en la regién base conservada de la proteina hexdn de adenovirus.
En algunas formas de realizacidn, el adenovirus comprende una mutacién V721A en el epitopo Hex713, una mutacioén
A900S en el epitopo Hex892, y una mutacién a V925K en el epitopo Hex917. En algunas formas de realizacién, el
adenovirus comprende una mutaciéon L520P en el epitopo Hex512, una mutacién V721A en el epitopo Hex713, una
mutacién A900S en el epitopo Hex892, y una mutacién a V925K en el epitopo Hex917.

En ciertas formas de realizacién, el adenovirus es un adenovirus humano. Por ejemplo, en ciertas formas de
realizacion, el adenovirus es un adenovirus humano seleccionado del grupo que consiste en: adenovirus humanos de
serotipos 1 a 51, y derivados de los mismos. En algunas formas de realizacién, el adenovirus es el adenovirus humano
de serotipo 5.

Las modificaciones del adenovirus oncolitico descritas en el presente documento se pueden hacer para mejorar la
capacidad del adenovirus oncolitico para tratar cancer. Tales modificaciones de un adenovirus oncolitico se han
descrito por Jiang, H., et al., Curr Gene Ther. Oct 2009;9(5):422-7, véase también la solicitud de patente en EE UU
No. 20060147420. Por ejemplo, la ausencia o presencia de bajos niveles del receptor de coxsackievirus y adenovirus
(CAR) en varios tipos de tumores puede limitar la eficacia del adenovirus oncolitico. Varios motivos peptidicos se
pueden afiadir al nudo de fibra, por ejemplo, un motivo RGD (las secuencia RGD imitan los ligandos normales de las
integrinas de superficie celular), motivo Tat, motivo polilisina, motivo NGR, motivo CTT, motivo CNGRL, motivo
CPRECES o un motivo de etiqueta strept (Ruoslahti, E. y Rajotte, D., Annu Rev Immunol. 2000;18:813-27). Se puede
insertar un motivo en el bucle HI de la proteina de fibra del adenovirus. Modificar la capside permite infeccién de célula
diana independiente de CAR. Esto permite mayor replicacién, infeccién mas eficaz, y lisis aumentada de células
tumorales (Suzuki et al., Clin Cancer Res. Ene 2001;7(1):120-6). También se pueden afiadir secuencias peptidicas
que se unen a receptores especificos, tal como EGFR o uPR. Se pueden usar receptores especificos encontrados
exclusivamente o preferentemente en la superficie de células cancerosas como una diana para unién e infeccién
adenovirica, tal como EGFRUVIII.

En ciertas formas de realizacion, el adenovirus oncolitico se replica selectivamente en tumores y ademas comprende
mutaciones en uno o mas genes seleccionados del grupo que consiste en E1a, E1b, E4 y VA-RNA para alcanzar
replicacién selectiva en tumores. Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, el adenovirus oncolitico se modifica
para incluir una delecién de 24 pares de bases en la regién CR2 de E1A (E1AA24).

En ciertas formas de realizacidén, el adenovirus oncolitico se replica selectivamente en tumores. Por ejemplo, en
algunas formas de realizacién, el adenovirus oncolitico comprende un promotor especifico de tejido o especifico de
tumor para logar replicacién selectiva en tumores. En algunas formas de realizacién, el promotor especifico de tejido
o el promotor especifico de tumor son secuencias promotoras para controlar la expresién de uno o mas genes del
grupo que consiste en E1a, E1b, E2, y E4, para lograr la replicacién selectiva en tumores. En algunas formas de
realizacién, el promotor especifico de tejido se selecciona del grupo que consiste en el promotor E2F, el promotor
hTERT de telomerasa, el promotor de tirosinasa, el promotor del antigeno especifico de préstata, el promotor de
alfafetoproteina, y el promotor COX-2. Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, el adenovirus oncolitico se
modifica para expresar un gen de adenovirus esencial de un promotor E2F-1. En algunas formas de realizacién, se
insertan sitios de unién a E2F palindrémicos en el promotor E1A enddgeno del adenovirus oncolitico para permitir la
expresion selectiva de E1A o E1AA24 en células altamente replicativas.
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En ciertas formas de realizacién, el adenovirus comprende modificaciones de la capside para aumentar su infectividad
o para dirigirse a un receptor presente en una célula tumoral. Por ejemplo, en algunas formas de realizacion, el
adenovirus oncolitico ademés se modifica para eliminar el sitio de unién a sulfato de heparina glucosaminoglicano
(HSG) KKTK (SEQ ID NO: 26) del eje de la fibra para reducir el tropismo hepatico. En algunas formas de realizacién,
el adenovirus oncolitico ademas se modifica para sustituir el sitio de unién a sulfato de heparina glucosaminoglicano
(HSG) KKTK (SEQ ID NO: 26) del eje de la fibra con un motivo de unién a integrina (por ejemplo, RGDK) (SEQ ID NO:
27) para aumentar la infectividad y potencia oncolitica.

En ciertas formas de realizacién, el adenovirus ademas comprende al menos un gen cominmente usado en el campo
de la terapia génica del cancer. Por ejemplo, en algunas formas de realizacién, el al menos un gen cominmente usado
en el campo de la terapia del cancer es un gen seleccionado del grupo que consiste en: un gen que activa un
profarmaco, un gen supresor tumoral, y un gen inmunoestimulador.

En ciertas formas de realizacién, el adenovirus oncolitico de la invencién ademéas comprende una o méas secuencias
de 4cido nucleico heterdlogo que cada una codifica un antigeno o epitopo tumoral. En algunas formas de realizacién,
la una 0 mas secuencias de acido nucleico heterdlogo comprende de 1 a 5 secuencias de acido nucleico heterdlogo
que cada una codifica un antigeno o epitopo tumoral. En algunas formas de realizacién, los antigeno o epitopos
tumorales incluyen proteinas codificadas por genes con mutaciones o reorganizaciones Unicas a células tumorales,
genes embrionarios reactivados, antigenos de diferenciacion especificos de tejido, y un nimero de otras proteinas
propias.

En algunas formas de realizacién, el antigeno o epitopo tumoral se selecciona del grupo que consiste en: MAGE-1,
MAGE-2, MAGE-3, CEA, Tirosinasa, midkina, BAGE, CASP-8, B-catenina, CA-125, CDK-1, ESO-1, gp75, gp100,
MART-1, MUC-1, MUM-1, p53, PAP, PSA, PSMA, ras, trp-1, HER-2, TRP-1, TRP-2, IL13R alfa, IL13R alfa2, AIM-2,
AIM-3, NY-ESO-1, C90rf112, SART1, SART2, SART3, BRAP, RTN4, GLEA2, TNKS2, KIAA0376, ING4, HSPH1,
C13o0rf24, RBPSUH, C60rf153, NKTR, NSEP1, U2AF1L, CYNL2, TPR, SOX2, GOLGA, BMI1, COX-2, EGFRUVIII,
EZH2, LICAM, Livina, MRP-3, Nestina, OLIG2, ART1, ART4, B-ciclina, Gli1, Cav-1, catepsina B, CD74, E-cadherina,
EphA2/Eck, Fra-1/Fos11, GAGE-1, Gangliésido/GD2, GnT-V, B1,6-N, Ki67, Ku70/80, PROX1, PSCA, SOX10, SOX11,
Survivina, UPAR, Mesotelina, y WT-1, o un epitopo de las mismas. En algunas formas de realizacién, el antigeno o
epitopo tumoral es un antigeno o epitopo tumoral humano.

En algunas formas de realizacién, la secuencia de acido nucleico heterélogo se inserta en el gen de adenovirus que
codifica dicha proteina de adenovirus que tiene al menos una delecién funcional de un epitopo de células T
inmunodominante. En algunas formas de realizacidn, la secuencia de acido nucleico heterélogo se inserta en un gen
de adenovirus que codifica dicha proteina de adenovirus diferente de dicha proteina de adenovirus que tiene al menos
una delecién funcional de un epitopo de células T inmunodominante. En algunas formas de realizacién, la secuencia
de acido nucleico heterélogo se inserta en el gen de adenovirus que codifica una proteina hexén de adenovirus. Por
ejemplo, la secuencia de &cido nucleico heter6logo se puede insertar en una regién hipervariable de dicha proteina
hexén de adenovirus. En una cierta forma de realizacion, la regién hipervariable es la regién hipervariable 5 (HVRS5).
En ciertas formas de realizacion, la secuencia de acido nucleico heterdlogo se inserta en la regién hipervariable 1 de
hexén, el bucle HI de la proteina de la fibra, o se fusionada a la proteina IX.

En algunas formas de realizacidn, el antigeno o epitopo tumoral estd flanqueado por enlazadores flexibles. Por
ejemplo, en algunas formas de realizacién, los enlazadores flexibles comprenden una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en: GSGSR (SEQ ID NO: 28), AGSGSR (SEQ ID NO: 29), y AGSGS (SEQ ID
NO: 30). Preferiblemente, la insercién de las secuencias de acido nucleico heterdlogo se hace “en el mismo marco de
lectura”.

En ciertas formas de realizacién, el adenovirus oncolitico de la invencién ademéas comprende una o méas secuencias
de acido nucleico heterélogo que codifica un antigeno o epitopo tumoral gp100, o un antigeno o epitopo tumoral
tirosinasa. En algunas formas de realizacion, la una o mas secuencias de &cido nucleico heterélogo comprenden (a)
una secuencia de &cido nucleico heterélogo que codifica un antigeno o epitopo tumoral gp100 y (b) una secuencia de
acido nucleico heterélogo que codifica un antigeno o epitopo tumoral tirosinasa. Por ejemplo, en algunas formas de
realizacién, el antigeno o epitopo tumoral gp100 comprende la secuencia de aminoacidos YLEPGPVTA (SEQ ID NO:
31), y el antigeno o epitopo tumoral tirosinasa comprende la secuencia de aminocidos YMDGTMSQV (SEQ ID NO:
32). En algunas formas de realizacidn, la secuencia de acido nucleico heterélogo que codifica un antigeno o epitopo
tumoral gp100 se inserta en la regién hipervariable 5 de la proteina hexdn del adenovirus. En algunas formas de
realizacion, la secuencia de 4cido nucleico heter6logo que codifica un antigeno o epitopo tumoral tirosinasa se inserta
en la regién hipervariable 5 de la proteina hexén del adenovirus. En algunas formas de realizacién, la secuencia de
acido nucleico heter6logo que codifica un antigeno o epitopo tumoral gp100 y la secuencia de acido nucleico
heterdlogo que codifica un antigeno o epitopo tumoral tirosinasa se insertan ambas en la regién hipervariable 5 de la
proteina hexén del adenovirus.
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En ciertas formas de realizacion, la invencién proporciona un adenovirus oncolitico que comprende la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 3 o 4. En ciertas formas de realizacion, la invencién proporciona un adenovirus oncolitico
que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 5.

En ciertas formas de realizacidn, el adenovirus es competente para replicaciéon en células con una ruta Rb mutante.
Después de la transfeccion, se aislan placas adenoviricas de las células recubiertas con agarosa y las particulas
viricas se expanden para analisis. Para protocolos detallados se refiere al experto en la materia a Graham, F.L. y
Prevec, L., Methods Mol Biol. 1991;7:109-28.

Las tecnologias alternativas para la generacién de adenovirus o vectores de adenovirus incluyen la utilizacién del
sistema de cromosoma artificial bacteriano (BAC), recombinacién bacteriana in vivo en una cepa bactriana recA+
utilizando dos pldsmidos que contienen secuencias adenoviricas complementarias, y el sistema de cromosoma
artificial de levadura (YAC) (publicaciones PCT 95/27071 y 96/33280).

[1l. Polinucledétidos

También se proporcionan en el presente documento acido nucleicos que codifican los adenovirus oncoliticos descritos
anteriormente. Opcionalmente, se proporciona un acido nucleico que codifica el adenovirus oncolitico (por ejemplo,
un plasmido). Opcionalmente, se proporciona una pluralidad de acidos nucleicos que codifican el adenovirus oncolitico
(por ejemplo, una pluralidad de plasmidos).

También se divulga una célula huésped, no cubierto por la invencién reivindicada, que se ha infectado con el
adenovirus modificado descrito completamente. La célula huésped se puede transformar por el adenovirus modificado
descrito anteriormente. Opcionalmente, la célula huésped se ha alterado genéticamente como resultado de la
absorcidn, incorporaciéon y expresién del material genético del adenovirus modificado descrito anteriormente.
Opcionalmente, la célula huésped es una célula de mamifero, tal como una célula humana. El adenovirus puede ser
un adenovirus de mamifero tal como un adenovirus humano.

En ciertas formas de realizacién, la invencién abarca polinucleétidos aislados que comprenden una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 3, 4 y 5. También se divulgan vectores que comprenden los
polinucleétidos de la invencion. Estos vectores no estan cubiertos por la invencién reivindicada. También se divulgan
células huéspedes que comprenden los polinucleétidos de la invencién. Estas células no estan cubiertas por la
invencién reivindicada.

Se generan modificaciones en el acido nucleico de un virus usando cualquier nUmero de métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, se puede usar mutagénesis dirigida para modificar una secuencia de 4cido nucleico. Uno de los
métodos més comunes de mutagénesis dirigida es la mutagénesis dirigida por oligonucleétido. En la mutagénesis
dirigida por oligonucledétido, un oligonucleétido que codifica el cambio(s) deseado(s) en secuencia se hibrida a una
hebra del ADN de interés y sirve como un cebador para el inicio de la sintesis de ADN. De esta manera, el
oligonucleétido que contiene el cambio de secuencia se incorpora a la hebra recién sintetizada. Véase, por ejemplo,
Kunkel, TA., Proc Natl Acad Sci U S A. Ene 1985;82(2):488-92; Kunkel, TA., et al.,, Methods Enzymol. 1987;154:367-
82; Lewis, M.K. y Thompson, D.V., Nucleic Acids Res. 25 Jun 1990;18(12):3439-43; Bohnsack, R.N., Methods Mol
Biol. 1996;57:1-12; Deng, W.P. & Nickoloff, J.A., Anal Biochem. Ene 1992:200(1):81-8; y Shimada, A., Methods Mol
Biol. 1996;57:157-65. Otros métodos se usan rutinariamente en la técnica para introducir una modificacién en una
secuencia. Por ejemplo, se generan &cidos nucleicos modificados usando PCR o sintesis quimica, o se pueden
sintetizar quimicamente polipéptidos que tienen el cambio deseado en la secuencia de aminoacidos. Véase, por
ejemplo, Bang, D. y Kent, S.B., Proc Natl Acad Sci U S A. 5 Abr 2005;102(14):5014-9 y referencias en la misma.
También se pueden usar seleccién de un tipo celular en el que el virus habitualmente no se cultiva (por ejemplo, células
humanas) y/o mutagénesis quimica (véase, por ejemplo, Rudd, P. y Lemay, G., J Gen Virol. May 2005;86(Pt. 5):1489-
97) para generar modificaciones en el 4cido nucleico de un virus.

Los polipéptidos aislados descritos en el presente documento se pueden producir por cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Tales métodos varian desde métodos sintéticos de proteina directos a construir una secuencia
de ADN que codifica las secuencias de polipéptidos aisladas y expresar esas secuencias en un huésped transformado
adecuado. En algunos aspectos, se construye una secuencia de ADN usando tecnologia recombinante aislando o
sintetizando una secuencia de ADN que codifica una proteina de interés de tipo salvaje. Opcionalmente, la secuencia
se puede mutagenizar por mutagénesis especifica de sitio para proporcionar analogos funcionales de la misma. Véase,
por ejemplo, Mark, D.F., et al., Proc Natl Acad Sci USA. Sep 1984;81(18):5662-6 y la patente en EE UU No. 4.588.585.

En algunos aspectos, una secuencia de ADN que codifica uno o méas polipéptidos de interés se construirian por sintesis
quimica usando un sintetizador de oligonucleétidos. Tales oligonucleétidos se pueden disefiar basado en la secuencia
de aminoacidos del polipéptido deseado y seleccionando esos codones que estén favorecidos en la célula huésped
en la que se producira el polipéptido recombinante de interés. Se pueden aplicar métodos estandar para sintetizar una
secuencia de polinucledtido aislada que codifica un polipéptido de interés aislado. Por ejemplo, se puede usar una
secuencia de aminoacidos completa para construir un gen retrotraducido. Ademas, se puede sintetizar un oligdmero
de ADN que contiene una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido aislado particular. Por ejemplo, se
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pueden sintetizar varios oligonucleétidos pequefios que codifican porciones del polipéptido deseado y después ligar.
Los oligonucledtidos individuales tipicamente contienen salientes 5’ o0 3’ para ensamblaje complementario.

Una vez ensambladas (por sintesis, mutagénesis dirigida u otro método), las secuencias de polinucleétidos que
codifican un polipéptido de interés aislado particular se insertaran en un vector de expresidén y unirdn operativamente
a una secuencia de control de la expresién apropiada para la expresién de la proteina en un huésped deseado. El
ensamblaje apropiado se puede confirmar por secuenciacion de nucledtidos, mapeo de restriccion, y expresion de un
polipéptido bioclégicamente activo en un huésped adecuado. Como se sabe bien en la técnica, con el fin de obtener
altos niveles de expresion de un gen transfectado en un huésped, el gen debe estar operativamente unido a secuencias
de control de expresién transcripcional y traduccional que sean funcionales en el huésped de expresidn elegido.

En ciertos aspectos, se usan vectores de expresion recombinantes para amplificar y expresar ADN que codifica uno o
més polipéptidos de interés. Los vectores de expresién recombinantes son construcciones de ADN replicables que
tienen fragmentos de ADN sintéticos o derivados de ADNc que codifican un polipéptido de interés, operativamente
unidos a elementos reguladores de transcripcién o traduccién adecuados derivados de genes de mamifero,
microbiano, virico o insecto. Una unidad transcripcional en general comprende un montaje de (1) un elemento o
elementos genético(s) que tienen un papel regulador en la expresién génica, por ejemplo, promotores o potenciadores
transcripcionales, (2) una secuencia estructural o codificante que se transcribe a ARNm y se traduce a proteina, y (3)
secuencias de iniciacion y terminacién de transcripciéon y traduccién apropiadas, como se describe en detalle
posteriormente. Tales elementos reguladores pueden incluir una secuencia operadora para controlar la transcripcién.
La capacidad para replicarse en un huésped, habitualmente conferida por un origen de replicacién, y un gen de
seleccion para facilitar el reconocimiento de transformantes se pueden incorporar adicionalmente. Las regiones de
ADN estan operativamente unidas cuando estan funcionalmente relacionadas entre si. Por ejemplo, el ADN para un
péptido sefial (lider secretor) esta operativamente unido al ADN para un polipéptido si se expresa como un precursor
que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor esta operativamente unido a una secuencia codificante si
controla la transcripcidén de la secuencia; o un sitio de unién al ribosoma estéa operativamente unido a una secuencia
codificante si estad colocado de modo que permita la traduccién. Los elementos estructurales destinados para uso en
sistemas de expresién en levadura incluyen una secuencia lider que permite la secrecidén extracelular de la proteina
traducida por una célula huésped. Alternativamente, donde una proteina recombinante se expresa sin una secuencia
lider o de transporte, puede incluir un residuo de metionina N-terminal. Este residuo se puede opcionalmente cortar
después de la proteina recombinante expresada para proporcionar un producto final.

La eleccién de secuencia de control de la expresidn y vector de expresién dependera de la eleccién del huésped. Se
pueden emplear una amplia variedad de combinaciones huésped/vector de expresién. Los vectores de expresién Utiles
para huéspedes eucariotas incluyen, por ejemplo, vectores que comprenden secuencias de control de la expresion de
SV40, virus del papiloma bovino, adenovirus y citomegalovirus. Los vectores de expresién Utiles para huéspedes
bacterianos incluyen plasmidos bacterianos conocidos, tal como pladsmidos de Escherichia coli incluyendo pCR1,
pBR322, pMB9 y sus derivados, plasmidos de mayor gama de huéspedes, tal como M13 y fagos de ADN
monocatenario filamentosos.

Las células huéspedes adecuadas para la expresion de uno o mas polipéptidos de interés incluyen procariotas,
levadura, insecto o células eucariotas superiores bajo el control de promotores apropiados. Los procariotas incluyen
organismos gram negativos o gram positivos, por ejemplo, E. coli o bacilos. Las células eucariotas superiores incluyen
lineas celulares establecidas de origen mamifero como se describe posteriormente. También se podrian emplear
sistemas de traduccidn sin células. Se describen vectores de clonacién y expresién apropiados para uso con
huéspedes celulares bacterianos, flingicos de levadura, y mamiferos por Pouwels et al. (Cloning Vectors: A Laboratory
Manual, Elsevier, N.Y., 1985). Se puede encontrar informacién adicional respecto a métodos de produccién de proteina
en, por ejemplo, la publicaciéon de patente en EE UU No. 2008/0187954, las patentes en EE UU No. 6.413.746 y
6.660.501, y la publicacidén de patente internacional No. WO 04009823.

Las proteinas producidas por un huésped transformado se pueden purificar segun cualquier método adecuado. Tales
métodos estandar incluyen cromatografia (por ejemplo, cromatografia de intercambio i6nico, de afinidad y en columna
de tamafio), centrifugacién, solubilidad diferencial, o por cualquier otra técnica estandar para purificacién de proteinas.
Se pueden unir etiquetas de afinidad tal como hexahistidina, dominio de unién a maltosa, secuencia de la cubierta de
la gripe y glutatidén S-transferasa a la proteina para permitir la purificacién facil por paso sobre una columna de afinidad
apropiada. Las proteinas aisladas también se pueden caracterizar fisicamente usando tales técnicas como protedlisis,
resonancia magnética nuclear y cristalografia de rayos X.

En ciertos aspectos, las células infectadas por el adenovirus o vector adenovirico se pueden identificar in vitro
incluyendo un gen indicador en el vector de expresién. En general, un indicador seleccionable es uno que confiere
una propiedad que permite selecciéon. Un indicador seleccionable positivo es uno en el que la presencia del gen
indicador permite su seleccién, mientras un indicador seleccionable negativo es uno en el que su presencia previene
su seleccién. Un ejemplo de un marcador seleccionable positivo es un marcador de resistencia a farmacos (genes que
confieren resistencia a neomicina, puromicina, higromicina, DHFR, GPT, zeocina e histidinol). Otros tipos de
indicadores incluyen indicadores cribables tal como GFP.
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Estan disponibles varios ensayos para determinar los niveles y actividades de proteinas, tal como métodos de
amplificacién/expresiéon, métodos de inmunohistoquimica, FISH y ensayos de antigenos circulantes, transferencia
southern, inmunotransferencia, o técnicas de PCR. Ademas, la expresién o amplificacion de proteinas se puede
evaluar usando ensayos diagnésticos in vivo, por ejemplo, administrando una molécula (tal como un anticuerpo) que
se une a la proteina que se va a detectar y esta etiquetada con un marcador detectable (por ejemplo, un isétopo
radioactivo) y escaneando externamente al paciente para la localizacién del marcador. Portanto, los métodos de medir
los niveles de proteina en células en general se conocen en la técnica y se pueden usar para determinar los niveles
y/o actividades de proteinas en relacién con los métodos y composiciones proporcionados en el presente documento
segun sea aplicable. Estos ensayos se pueden usar para determinar el efecto de modificaciones en los polipéptidos
del adenovirus (por ejemplo, E1A, E1B, hexén, base pentdn, proteina de fibra, proteina de capside IX, ADN polimerasa
y proteina de unién de ADN monocatenario). Por ejemplo, estos ensayos se pueden usar para determinar si las
modificaciones producen adenovirus no capaces de producir niveles normales o productos génicos completamente
funcionales del/los polipéptido(s) o para confirmar adenovirus que comprenden una mutacién de todo o parte de uno
0 més de los polipéptidos de adenovirus.

IV. Métodos de uso y composiciones farmacéuticas

Los adenovirus oncoliticos de la invencién son Utiles en una variedad de aplicaciones incluyendo, pero no limitado a,
métodos de tratamiento terapéutico, tal como el tratamiento de cancer. En un aspecto no cubierto por la invencion
reivindicada, la divulgacién proporciona un método de inducir lisis de células tumorales que comprende poner en
contacto dichas células tumorales con una cantidad eficaz del adenovirus oncolitico o0 composicién farmacéutica de la
presente invencién para inducir la lisis de células tumorales. En ciertos aspectos, el método de inducir lisis de células
tumorales comprende poner en contacto las células tumorales con el adenovirus oncolitico in vitro. Por ejemplo, una
linea celular inmortalizada o linea celular cancerosa se cultiva en un medio al que se afiade el adenovirus oncolitico
para inducir lisis de las células tumorales. En algunos aspectos, las células tumorales se aislan de una muestra de un
paciente tal como, por ejemplo, una biopsia de tejido, efusion pleural, 0 muestra de sangre y se cultiva en un medio al
que se afiade el adenovirus oncolitico para inducir lisis de las células tumorales. En ciertos aspectos, el método de
inducir lisis de células tumorales comprende poner en contacto las células tumorales con el adenovirus oncolitico en
un modelo animal. Por ejemplo, los adenovirus oncoliticos se pueden administrar a xenoinjertos de tumores que se
han hecho crecer en ratones inmunocomprometidos (por ejemplo, ratones NOD/SCID) para inducir lisis de las células
tumorales. En algunos aspectos, células madre de cancer se aislan de una muestra de un paciente tal como, por
ejemplo, una biopsia de tejido, efusidén pleural, 0 muestra de sangre y se inyectan en ratones inmunocomprometidos
a los que después se administra el adenovirus oncolitico para inducir lisis de las células tumorales. En algunos
aspectos, el adenovirus oncolitico se administra al mismo tiempo o poco después de la introduccién de células
tumorigénicas en el animal para inducir lisis de células tumorales. En algunos aspectos, el adenovirus oncolitico se
administra como un terapéutico después de que las células tumorigénicas hayan crecido a un tamafio especifico.

En un aspecto no cubierto por la invencién reivindicada, la divulgacién proporciona un método de inhibir crecimiento
tumoral en un mamifero que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del adenovirus oncolitico o
composicién farmacéutica de la presente invencién a dicho mamifero. En algunos aspectos, el mamifero es humano.
En algunos aspectos, el mamifero tiene un tumor o ha tenido un tumor extirpado.

En algunos aspectos, el tumor es un tumor seleccionado del grupo que consiste en: adenocarcinoma, adenoma,
astrocitoma, carcinoma, condroma, condrosarcoma, cistadenoma, disgerminoma, leucemia eritroide, fibroma,
fibrosarcoma, tumor de células granulosas, hemangioma, hemangiosarcoma, leiomioma, leiomiosarcoma, tumor de
células de Leydig, lipoma, liposarcoma, leucemia linfoblastica, leucemia linfocitica, linfoma, histiocitosis maligna,
melanoma maligno, tumor de células cebadas, melanocitoma, meningioma, mesotelioma, mieloma multiple, leucemia
mieloide, oligodendroglioma, osteoma, osteosarcoma, plasmacitoma, rabdomioma, rabdomiosarcoma, seminoma,
tumor de células de Sertoli, sarcoma de tejidos blandos, carcinoma de células escamosas, papiloma escamoso,
sarcoma de células de transicion, timoma, y carcinoma de células de transicién.

En otro aspecto, la invencién proporciona el adenovirus oncolitico de la invencién para uso como un medicamento. En
otro aspecto, la invencién proporciona el adenovirus oncolitico de la invencién para uso en la prevenciéon o el
tratamiento de cancer o de una enfermedad premaligna que lleva a cancer en un mamifero. En algunas formas de
realizacién, el mamifero es humano. En algunas formas de realizacién, el mamifero tiene un tumor o ha tenido un
tumor extirpado.

En algunas formas de realizacién el cancer se selecciona del grupo que consiste en: cancer nasofaringeo, céncer
sinovial, cancer hepatocelular, cancer renal, cancer de tejidos conjuntivos, melanoma, cancer de pulmén, cancer de
intestino, cancer de colon, cancer rectal, cdncer colorrectal, cancer de cerebro, cancer de garganta, cancer oral, cancer
de higado, cancer de huesos, cancer pancreatico, coriocarcinoma, gastrinoma, feocromocitoma, prolactinoma,
leucemia/linfoma de células T, neuroma, enfermedad de von Hippel-Lindau, sindrome de Zollinger-Ellison, cancer
suprarrenal, cancer anal, cancer del conducto biliar, cancer de vejiga, cancer de uréter, oligodendroglioma,
neuroblastoma, meningioma, tumor de médula espinal, osteocondroma, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, cancer
de sitio primario desconocido, carcinoide, carcinoide del aparato digestivo, fibrosarcoma, cancer de mama,
enfermedad de Paget, cancer cervical, cancer de es6fago, cancer de vesicula biliar, cAncer de cabeza, cancer de 0jo,
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cancer de cuello, cancer de rifién, tumor de Wilms, sarcoma de Kaposi, cancer de prostata, cancer testicular,
enfermedad de Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, cancer de piel, mesotelioma, mieloma multiple, cancer ovérico,
cancer pancreédtico endocrino, glucagonoma, cancer pancreético, cancer paratiroideo, cancer de pene, cancer
hipofisiario, sarcoma de tejido blando, retinoblastoma, cancer de intestino delgado, cancer de estémago, cancer de
timo, cancer de tiroides, cancer trofoblastico, mola hidatidiforme, cancer uterino, cAncer endometrial, cancer de vagina,
cancer de vulva, neuroma acustico, micosis fungoides, insulinoma, sindrome carcinoide, somatostatinoma, cancer de
las encias, cancer de corazén, cancer de labios, cancer de meninges, cancer de boca, cancer de nervio, cancer del
paladar, cancer de la glandula pardtida, cancer del peritoneo, cancer de faringe, cancer pleural, cancer de glandula
salivar, cancer de lengua, y cancer de amigdala.

Los adenovirus segun la invencidén se pueden administrar por via local o sistémica. Por ejemplo, en algunas formas
de realizacion, el adenovirus oncolitico o composicién farmacéutica se administra por via intratumoral, intravenosa,
intravascular, intratecal, intratraqueal, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intradérmica, parenteral, intranasal,
percutanea, ocular, intracraneal u oral. Los adenovirus segun la invencién también se pueden administrar en un
soporte celular.

Una cantidad eficaz del agente terapéutico o preventivo se determina basado en el fin pretendido, por ejemplo,
estimulacién de una respuesta inmunitaria contra un tumor. Los expertos en la materia son conscientes de como aplicar
la administracién génica en situaciones in vivo y ex vivo. Para adenovirus y vectores adenoviricos, en general se
preparara una solucion madre de adenovirus o vector adenovirico. En algunas formas de realizacién, los adenovirus
segun la invencién se pueden administrar en una Unica administracién o multiples administraciones. En algunas formas
de realizacién, el virus se puede administrar a una dosis de al menos aproximadamente, como mucho
aproximadamente, o aproximadamente 1 x 104 1 x 10° 1x 10% 1x 107, 1x 108 1x 1 0% 1x 10', 1 x 10" 1 x 10'2,
1 x 10" o 1 x 10" particulas viricas, o cualquier valor o intervalo entre ellas, a un sujeto. En algunas formas de
realizacién, el virus se puede administrar a una dosis de al menos aproximadamente, como mucho aproximadamente,
o aproximadamente 1 x 103 1 x 104 1 x 105 1 x10°% 1 x107, 1 x108 1x10° 1x10% 1x10" 1x 10" 01x10"
unidades formadoras de placa (UFP), o cualquier valor o intervalo entre ellas, a un sujeto. La cantidad que se va a
administrar, tanto seguin el nimero de tratamientos como dosis, depende del sujeto que se va a tratar, el estado del
sujeto y la proteccidn deseada. Las cantidades precisas de la composicién terapéutica también dependen del juicio
del médico y son peculiares para cada individuo.

En algunas formas de realizacién, el adenovirus oncolitico para uso de la invencién ademas comprende administrar
uno o mas agentes terapéuticos adicionales a dicho mamifero. Por ejemplo, en algunas formas de realizacién, el
agente terapéutico es un agente quimioterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no estan limitados
a, 5-fluorouracilo; mitomicina C; metotrexato; hidroxiurea; ciclofosfamida; dacarbazina; mitoxantrona; antraciclinas
(epirrubicina y doxurrubicina); anticuerpos contra receptores, tal como herceptin; etopésido; pregnasoma; terapias
hormonales tal como tamoxifeno y anti-estrégenos; interferones; inhibidores de aromatasa; agentes progestacionales;
y analogos de LHRH. Los inhibidores de CDK (quinasa dependiente de ciclina) son agentes terapéuticos que inhiben
la funcién de las CDK. Los inhibidores adecuados de CDK para uso en los métodos proporcionados incluyen, pero no
estan limitados a, AG-024322, AT7519, AZD5438, flavopiridol, indisulam, P1446A-05, PD-0332991, y P276-00 (Véase,
por ejemplo, Lapenna, S., et al, Nat Rev Drug Discov. Jul 2009;8(7):547-66). La eleccién del agente y la dosis las
puede determinar facilmente un experto en la materia basado en la enfermedad determinada que se trata. Las
administraciones combinadas contemplan coadministracién, usando formulaciones separadas o una Unica formulacién
farmacéutica, y administracién consecutiva en cualquier orden, en donde preferiblemente hay un periodo de tiempo
mientras ambos (o todos) agentes activos ejercen simultdneamente sus actividades biolégicas. Las combinaciones de
agentes o composiciones se pueden administrar ya sea concomitantemente (por ejemplo, como una muestra), por
separado, pero simultdneamente (por ejemplo, a través de lineas intravenosas separadas) o secuencialmente (por
ejemplo, un agente se administra primero seguido por la administraciéon del segundo agente). Por tanto, el término
combinacién se usa para referirse a la administracién concomitante, simultanea o secuencial de dos 0 mas agentes o
composiciones.

La invencién ademas proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de los adenovirus
oncoliticos descritos en el presente documento y uno o més soportes o excipientes farmacéuticamente aceptables.
Estas composiciones farmacéuticas encuentran uso en inducir lisis de células tumorales, inhibir el crecimiento de
células tumorales, tratar cancer y/o aumentar la respuesta inmunitaria contra el cancer.

En ciertas formas de realizacién, las formulaciones se preparan para almacenamiento y uso al combinar un anticuerpo
o agente purificado de la presente invencién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, soporte,
excipiente) (Gennaro, A.R., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 Edicién Mack Publishing, 2000).
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no estan limitados a, tampones no tdxicos tal como
fosfato, citrato, y otros &cidos organicos; sales tal como cloruro de sodio; antioxidantes incluyendo acido ascérbico y
metionina; conservantes (por ejemplo cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de
benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tal como metil o propil
parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (por ejemplo,
menos de aproximadamente 10 residuos de aminoacidos); proteinas tal como seroalbumina, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tal como polivinilpirrolidona; aminoacidos tal como glicina, glutamina,
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asparragina, histidina, arginina, o lisina; hidratos de carbono tal como monosacaridos, disacaridos, glucosa, manosa,
o dextrinas; agentes quelantes tal como EDTA; azlcares tal como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol, contraiones
que forman sales tal como sodio; complejos metélicos (por ejemplo, complejos Zn-proteina); y tensioactivos no idnicos
tal como TWEEN o polietilenglicol (PEG).

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden administrar en cualquier nUmero de maneras
para tratamiento local o sistémico. La administracién puede ser tépica (tal como membranas mucosas incluyendo
administracién vaginal o rectal); pulmonar (por ejemplo, por inhalacién o insuflacion de aerosoles, incluyendo por
nebulizador, intratecal, intranasal, epidérmico y transdérmica); oral;, o parenteral incluyendo inyeccién o infusién
intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; o administraciéon intracraneal (por ejemplo,
intratecal o intraventricular).

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los
casos la forma debe ser estéril y debe ser fluida hasta el grado de que exista fcil jeringabilidad. Debe ser estable en
las condiciones de fabricacién y almacenamiento y se debe conservar contra la accién contaminante de
microorganismos, tal como bacterias y hongos. El soporte puede ser un solvente o medio de dispersién que contiene,
por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas
adecuadas de los mismos, y aceites vegetales. Si se necesita, se pueden usar varios agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal, y similares. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio. La absorciéon prolongada de las
composiciones inyectables se puede producir mediante el uso en las composiciones de agentes de retraso de
absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

En ciertas formas de realizacién, las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando compuestos en la
cantidad requerida en el solvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segln se
requiera, seguido por esterilizacién por filtro. En general, las dispersiones se preparan incorporando los varios
ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién bésico y los otros
ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de
soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacién son técnicas de secado al vacio y liofilizacién
que dan un polvo del ingrediente activo méas cualquier ingrediente deseado adicional de una solucién previamente
esterilizada por filtraciéon de los mismos.

Tras la formulacién, las soluciones se administrardn de una manera compatible con la formulaciéon de dosis y en tal
cantidad que sea terapéutica o profilacticamente eficaz. Para la administracién parenteral en una solucién acuosa, la
solucién se puede tamponar adecuadamente si es necesario y el diluyente liquido primero se hace isoténico con
suficiente solucién salina o glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la
administracién intravascular e intratumoral. A este respecto, los medios acuosos estériles, que se pueden emplear los
conocerén los expertos en la materia a la luz de la presente divulgacién.

Los adenovirus oncoliticos de la invencidén se pueden combinar en una formulacién de combinacién farmacéutica, o
pauta posolégica como terapia de combinacién, con un agente terapéutico adicional. En un aspecto de la invencién,
el agente terapéutico adicional tiene propiedades anticancerosas. Por ejemplo, en algunas formas de realizacién el
agente terapéutico adicional es un agente quimioterapéutico. El agente terapéutico adicional de la formulaciéon de
combinacién farmacéutica o pauta posolégica preferiblemente tiene actividades complementarias al adenovirus
oncolitico de modo que no afecten de forma adversa uno a otro. También se proporcionan composiciones
farmacéuticas que comprenden el adenovirus oncolitico y el agente terapéutico adicional.

Para el tratamiento de la enfermedad, la dosis apropiada del agente terapéutico adicional depende del tipo de
enfermedad que se va a tratar, la gravedad y el curso de la enfermedad, la sensibilidad de la enfermedad, terapia
previa, antecedentes clinicos del paciente, etcétera todas a la discrecién del médico. El agente terapéutico adicional
se puede administrar una vez o a lo largo de una serie de tratamientos que duran desde varios dias a varios meses,
o hasta que se efectlia una cura o se alcanza una disminucién del estado de enfermedad (por ejemplo, reduccién en
tamafio tumoral). Los programas posolégicos 6ptimos para el agente se pueden calcular de medidas de acumulacién
de farmaco en el cuerpo del paciente y variardn dependiendo de la potencia relativa de un agente individual. El médico
puede determinar facilmente las dosis 6ptimas, metodologias posolégicas y tasas de repeticion. En ciertas formas de
realizacién, la dosis del agente es desde 0,01 pg a 100 mg por kg de peso corporal, y se pueden dar una vez o0 mas
al dia, semanalmente, mensualmente o anualmente. En ciertas formas de realizacién, el agente se da una vez cada
dos semanas o una vez cada tres semanas. En ciertas formas de realizacién, la dosis del agente es desde
aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 20 mg por kg de peso corporal. El médico puede estimar las
velocidades de repeticién para dosis basado en tiempos de residencia medidos y concentraciones del farmaco en
fluidos o tejidos corporales.

La terapia de combinacién puede proporcionar “sinergia” y demostrarse “sinérgica”, es decir, el efecto alcanzado

cuando los ingredientes activos usados juntos es mayor que la suma de los efectos que resultan de usar los
compuestos por separado. Un efecto sinérgico se puede obtener cuando los ingredientes activos se: (1) coformulan y
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administran o entregan simultaneamente en una formulacién posolégica unitaria combinada; (2) administran por
alternancia o en paralelo como formulaciones separadas; o (3) mediante alguna otra pauta. Cuando se administran en
terapia de alternancia, se puede lograr un efecto sinérgico cuando los compuestos se administran o entregan
secuencialmente, por ejemplo, por inyecciones diferentes en jeringas separadas. En general, durante la terapia de
alternancia, una dosis eficaz de cada ingrediente activo se administra secuencialmente, es decir, en serie, mientras
en terapia de combinacién, las dosis eficaces de dos 0 més ingredientes activos se administran juntas.

V. Kits que comprenden adenovirus oncoliticos (aspecto no cubierto por la invencién reivindicada)

La presente divulgacién proporciona kits que comprenden los adenovirus oncoliticos divulgados u otros agentes
descritos en el presente documento y que se pueden usar para realizar los métodos descritos en el presente
documento. En ciertos aspectos, un kit comprende al menos un adenovirus oncolitico en uno o0 mas envases. En
ciertos aspectos, un kit comprende al menos una composicién farmacéutica descrita en el presente documento e
instrucciones para uso. Un experto en la materia reconoceré facilmente que los adenovirus oncoliticos divulgados u
otros agentes de la presente invencién se pueden incorporar facilmente a uno de los formatos de kits establecidos que
se conocen bien en la técnica.

También se proporcionan kits que comprenden un adenovirus oncolitico 0 composicién farmacéutica de la presente
invencién y uno o mas agentes terapéuticos adicionales. Por ejemplo, en algunos aspectos, el kit comprende un
adenovirus oncolitico o composicién farmacéutica de la presente invencién y uno o mas agentes quimioterapéuticos
adicionales.

Las formas de realizacién de la presente invencién se pueden definir ademas mediante referencia a los siguientes
ejemplos no limitantes, que describen en detalle la preparacién de ciertos adenovirus oncoliticos de la presente
divulgaciéon y métodos para usar los adenovirus oncoliticos de la presente divulgacién. Sera aparente para los expertos
en la materia que se pueden practicar muchas modificaciones tanto a los materiales como a los métodos sin separase
del Ambito de la presente divulgacion.

Ejemplos

Los ejemplos 1-4 muestran el cambio inmunitario de respuestas inmunitarias anti-adenovirus a antitumorales al
delecionar epitopos de células T inmunodominantes de adenovirus. Usando ICO15K-TD-gp100-tyr, que es un
adenovirus oncolitico HAd5 que incluye mutaciones en tres epitopos de células T inmunodominantes de hexén y el
epitopo tumoral humano gp100-tyr insertado en el hexén, se demuestra que ratones tratados con ICO15K-TD-gp100-
tyr tienen una respuesta inmunitaria anti-adenovirus global disminuida y al mismo tiempo muestran una mayor
respuesta inmunitaria contra un epitopo tumoral tyr en comparacién con ratones tratados con ICO15K-gp100-tyr, que
un virus control que carece de las mutaciones en el hexén.

El ejemplo 5 muestra que ICO15K-TD-gp100-tyr induce una actividad antitumoral mas potente comparado con
ICO15K-gp100-tyr en animales que portan tumores murinos. Especificamente, los animales inyectados con ICO15K-
TD-gp100-tyr son mucho mas resistentes a la formacién de tumores que los animales tratados con ICO15K-gp100-tyr.

Los ejemplos 6-8 muestran el impacto del cambio inmunitario en la actividad antitumoral en ausencia de epitopos
tumorales. Especificamente, un adenovirus ICOVIR15K con deleciéon cuadruple (QD) (ICOVIR15K-QD), que carece
de un epitopo tumoral humano y tiene una mutacién en el epitopo de hexén adicional introducida en comparacion a
ICOVIR15K-TD, induce una actividad antitumoral méas potente comprado con ICO15K en animales que portan tumores
murinos.

Ejemplo 1

Generacidn del adenovirus oncolitico ICOVIR15K-TD que contiene la triple delecién (TD) con el método de genoteca
restringida y su derivado ICO15K-TD-gp100-tyr

Se realiz6é una busqueda de los epitopos inmunodominantes restringidos por antigeno linfocitico humano A2.1 (HLA-
A2.1) de adenovirus 5 en la bibliografia a través de PubMed. Se seleccioné HLA-A2.1 porque es el complejo principal
de histocompatibilidad (MHC) de clase | que es mas prevalente en las poblaciones blanca y mestiza (35-50%)
(Gonzalez-Galarza, F.F, et al., Nucleic Acids Res. Ene 2011;39(Database issue):D913-9). Cada epitopo tiene dos sitios
de anclaje principales a HLA-A2.1 en las posiciones 2 y 9 del péptido y dos sitios de anclaje secundarios en las
posiciones 1y 3. El hexén se considera la proteina més inmunégena del adenovirus humano 5 y la seleccién de los
siguientes tres epitopos se basé en la prevalencia de la actividad humana en pacientes infectados por adenovirus 5
en diferentes estudios (Leen, A.M., et al, Blood. 15 Oct 2004;104(8):2432-40; Leen, A M., et al.,, J Virol. Ene
2008;82(1):546-54; Olive, M., et al,, Hum Gene Ther. 1 Jul 2002;13(10):1167-78; Tang, J., et al., Virology. 5 Jul
2006;350(2):312-22) y después un conjunto de predicciones in silico. Con este fin, la proteina hexén se analizé usando
los programas NetMHC, IEDB, BIMAS y Rankpep para predecir los epitopos que se unen a epitopos H2-Db de ratdén
con alta afinidad (Tabla 1). Estos programas también se usaron para identificar epitopos HLA-A2.1 humanos, ademas
de los programas SYFPEITHI y SVRMHC (Gowthaman, U., etal., Amino Acids. Nov 2010;39(5):1333-42). Los epitopos
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seleccionados que se van a delecionar son Hex713 (YLNHTFKKV) (SEQ ID NO: 11), Hex892 (LLYANSAHA) (SEQ ID
NO: 15) y Hex917 (YVLFEVFDV) (SEQ ID NO: 19), en donde el nimero después de "Hex" indica la posicién del primer
aminoacido del epitopo en la secuencia de la proteina hexén (SEQ ID NO: 9).

Tabla 1

Servidores usados para prediccidén de epitopo de MHC de clase 1 que muestran la direcciones web méas recientes y
funcionales y su referencia bibliogréfica.

Servidor URL Referencia
BIMAS www.bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind [Parker et al., 1994]
SVMHC www.sbc.su.se/~pierre/symhc/new.cgi [Donnes y Elofsson, 2002]
RANKPEP imed.med.umc.es/Tools/rankpep.html [Reche y Reinherz, 2007]
NetMHC 3.4 www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC/ [Lundegaard et al., 2008]
SYFPEITHI www.syfpeithi.de/bin/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm [Rammensee et al., 1999]
MHCI \Atom.research.microsoft.com/hlabinding/hlabinding.aspx [Jojic et al., 2006]

IEDB SMM http://tools.immuneepitope.org/mhci [Peters y Sette, 2005]
SVRMHC svrmhc.biolead.org/index.php [Wan et al., 2006]

El plasmido del adenovirus oncolitico ICOVIR15K (Rojas, J.J., et al,, Gene Ther. Abr 2012;19(4):453-7) se modific
genéticamente por recombinacién homoéloga en levadura para delecionar los epitopos Hex713, Hex892 y Hex917
seleccionados. Un enfoque inicial para delecionar estos epitopos fue sustituir los aminoacidos clave en estos epitopos
(primer aminoacido o aminoéacidos de anclaje en las posiciones 2 y 9 del epitopo). Entre varios mutantes construidos
en plasmidos de adenovirus (Y713C, Y713D, Y713E, L714D, L714G, L714P que afectan al epitopo hex713; L902D,
L902E, L902G, L902K, L9028, L902W que afectan a Hex892; y Y917D, Y917P, V918D, V918G, V925D, V925G,
VO25K, V925N, VO925P, VO25Q, V9258 que afectan al epitopo Hex917) solo se obtuvo un virus viable tras transfeccidn
de tales plasmidos en células HEK293. El adenovirus obtenido tenia la mutacién V925K en el epitopo Hex917, en la
que la valina (V) en posicién 9 del epitopo (correspondiente al aminoacido 925 del hexén) se sustituyd con una lisina
(K). Dada la dificultad en obtener deleciones viables de epitopos inmunodominantes por mutaciones dirigidas se siguié
una estrategia diferente basada en crear genotecas de mutantes. Para esto, se usd recombinacién homoéloga en
bacterias para introducir mutaciones de epitopo subsecuentes porque es més eficaz comparada con la recombinacion
en levadura en términos de tiempo usado y el nimero de clones positivos (Stanton, R.J., et al., Biotechniques. Dic
2008;45(6):659-62, 664-8). Esta recombinacién homdbloga en bacterias se basa en la sustitucién de genes de seleccidn
positiva-negativa insertados en el genoma del adenovirus por un fragmento donante que contiene la mutacidén genética
pretendida (delecién de epitopo en este caso). Se aplicd un método de genoteca restringida para delecionar los
epitopos inmunodominantes. Este sistema implica usar cebadores (oligonucledtidos) degenerados para sustituir la
secuencia codificante por cualquier aminoécido diferente del aminoacido o aminoéacidos original(es), leucina,
isoleucina, fenilalanina, metionina y valina. El aminoacido original, asi como leucina, isoleucina, fenilalanina, metionina
y valina, se excluyeron porque estos aminoacidos son capaces de unirse a sitios HLA-A2.1. Los cebadores
degenerados se sintetizan con ciertos nucleétidos indefinidos de modo que los cebadores sintetizados corresponden
a una genoteca de cebadores. En el cebador degenerado, los nucledtidos que corresponden al codén del aminoacido
que se va a delecionar se sintetizan como “NVN”, donde N puede ser A, T, C, Gy V puede A, C, G. Por tanto, todos
los aminoacidos con un codén que contiene una T en la segunda posiciéon no estan presentes en la genoteca (Phe,
Leu, lle, Met y Val). Estos aminoacidos son hidrofébicos alifaticos no polares cominmente encontrados en los residuos
de anclaje de epitopos. La secuencia degenerada también puede estar localizada en el cebador inverso como “NBN”,
donde Bes T, C o G. Se sintetizd un fragmento de PCR del hexdn usando los cebadores degenerados y se usbé como
un fragmento donante en recombinacién homéloga en bacterias. Aplicando este método de genoteca restringida para
delecionar los epitopos Hex713 y Hex892, se obtuvieron mutantes con sustituciones de aminoéacido de una valina por
una alanina (V721A) en el epitopo Hex713 y una alanina por una serina (A900S) en el epitopo Hex892. Este conjunto
de mutaciones junto con la previamente obtenida V925K se designé “TD” (por triple delecidn) e incluye las siguientes
3 mutaciones: (1) mutacion V721A en la posicidn 9 del epitopo Hex713, que sustituye una valina con una alanina; (2)
mutacién A900S en la posicién 9 del epitopo Hex892, que sustituye una alanina con una serina; y (3) mutaciéon V925K
en la posicién 9 del epitopo Hex917, que sustituye una valina (V) con una lisina (K).

La tabla 2 muestra las secuencias aminoacidicas exactas de cada regién mutante comparada con su equivalente de
tipo salvaje, junto con la afinidad esperada para su correspondiente alelo HLA segun el método de prediccién NetMHC
enumerado en la tabla 1. Los valores CI50 bajos para esta prediccién corresponden a buenos unidores, mientras las
versiones mutadas muestran valores CI50 predichos altos.

Tabla 2

Secuencia de aminoacidos correspondiente a tres epitopos mutados incluidos en TD y su afinidad predicha para
HLA-A*02.01 humano (segun el simular NetMHC)
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Alelo Longitud del péptido Secuencia de AA CI50 (nM) Epitopo
HLA-A*02:01 9 (SYE'-QN s ) 50,24 Hex713 (wt)
HLA-A*02:01 9 (sYELQ’\lr[')Tng(%) 618,28 V721A (en TD)
HLA-A*02:01 9 (SE%?[I)\ISN%H%) 63,05 Hex892 (wt)
HLA-A*02:01 9 (S'-E'g?gsl\g'??) 1407,05 A900S (en TD)
HLA-A*02:01 9 (SEVQ'-::[')E\,\/]'(:)?YQ) 18,97 Hex917 (wt)
HLA-A*02:01 9 (SE\S_FDE\I\/JE)[:);) 2173448 V925K (en TD)

Se transfectaron plasmidos que contenian los genomas viricos en células 293 eucariotas usando el método del fosfato
de calcio. Cada virus generado se analizé para su capacidad oncolitica usando la técnica de espectrotitulacién, que
mide el nimero de particulas infecciosas necesarias para destruir el 50% de las células en cultivo tisular (C150). Los
virus con mutaciones V721A, A900S y V925K no mostraron ninguna pérdida de su capacidad oncolitica.

Para construir ICO15K-gp100-tyr, la regién hipervariable 5 (HVRS) del hexén (HVRS), que corresponde a los
aminoécidos 270-281 del hexdn, se sustituyé con epitopos de melanoma gp100-280 (gp100) y tirosinasa369 (tyr)
como se muestra en la figura 1. Las secuencias de epitopo de gp100 y tyr corresponden a YLEPGPVTA (SEQ ID NO:
31) y YMDGTMSQV (SEQ ID NO: 32), respectivamente. El epitopo tyr se modifico en la posicién correspondiente al
aminodacido 372 de la tirosinasa nativa para introducir una mutacién N372D. La mutacién N372D de tyr produce una
modificacién postraduccional que lo hace facilmente reconocido por los TCR (Skipper, J.C., et al., J Exp Med. 1 Feb
1996;183(2):527-34). El virus control ICO15K-gp100-tyr con epitopos gp100 y tyr se construyé sin la triple delecion.
Los epitopos tumorales se flanquearon por enlazadores GSGSR (SEQ ID NO: 28), AGSGSR (SEQ ID NO: 29) y
AGSGS (SEQ ID NO: 30) como se muestra en la figura 1. Con el fin de generar una genoteca de inserciones de
epitopos, se insertaron enlazadores entre epitopos para tener regiones de homologia que se pudieran usar para
productos de PCR solapantes. Se disefiaron los enlazadores para contener los aminoacidos glicina y serina (GS)
debido a su flexibilidad (Vigne, E., et al., J Virol. Jun 1999;73(6):5156-61; Taremi, S.S., et al., Protein Sci. Oct
1998;7(10):2143-9; Kingston, R.L., et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 1 Jun 2004;101(22):8301-6). Ademas del contenido
de GS repetitivo en los enlazadores, se us6 secuencia de ADN de codones diferentes para evitar recombinacién
homdéloga. Ademas, se seleccion6 el aminoacido alanina (A) para algunos enlazadores para proporcionar un buen sitio
de corte C-ter durante el procesamiento por proteasoma usando el sitio web de prediccidén del corte por proteasoma
servidor NetChop 3.1 (http:/Mwww.cbs.dtu.dk/services/NetChop/), y se seleccioné arginina (R) para algunos
enlazadores para proporcionar un buen aminoéacido para unién a TAP (Transportador asociado con procesamiento de
antigeno) y su entrada en el reticulo endoplasmico (Uebel, S. y Tampe, R., Curr Opin Immunol. Abr 1999;11(2):203-8).
Ambos plasmidos que contenian genomas viricos ICO15K-TD-gp100-tyr e ICO15K-gp100-tyr se transfectaron en
células 293, amplificaron en A459 y posteriormente se purificaron.

Ejemplo 2
Validacion de la viabilidad de las nuevas construcciones in vitro

Pase en serie de las soluciones madre viricas en células cancerosas humanas A549 y tiempo requerido para generar
efecto citopético

Con el fin de evaluar la estabilidad de la triple delecién, 10 pases en serie de cada virus con triple delecidén se analizaron
para efecto citopatico (CPE) como se muestra en la figura 2. Esto implicé la infeccién de monocapas de células A549
con ICOVIR15K-TD-gp100-tyr o ICOVIR15K-TD. Para adenovirus de tipo salvaje, el CPE habitualmente se observa
72 h post-infeccion. Este periodo de tiempo también se observé en todos los diez pases realizados con los virus con
triple delecién.

Capacidad de generar placas y tamafio de placa (agujeros en monocapas) en un ensayo de placa en células A549
Se infectaron monocapas de células A549 con un virus con triple delecién (ICOVIR15K-TD-gp100-tyr o ICOVIR15K-
TD) o un virus control sin la triple delecién (ICOVIR15K o ICOVIR15K-gp100-tyr) durante 7 dias, y las células viables
se tifieron posteriormente con la tincidén roja neutra. Como se muestra en la figura 3, el tamafio de placa de cualquier
virus con triple delecién no cambia comparado con cualquier virus control. Estos hallazgos indican que los virus con
triple delecién siguen comportdndose como el virus parental y no pierden capacidad para generar placas.

Ensayo de citotoxicidad in vitro para determinar el valor CI50 en células A549
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Se infectaron células A549 con ICOVIR15K, ICOVIR15K-TD, ICOVIR15K-gp100-tyr o ICOVIR15K-TD-gp100-tyr a
multiplicidades de infeccién (MOI) que varian de 0,00001 a 200 unidades de transduccién (UT)/célula, y la
supervivencia celular se evalu6 5 dias tras la infeccién. Los valores CI50 de cada virus con la triple delecién muestran
que estos virus no perdieron ninguna actividad oncolitica o citotoxicidad cuando se comparan con los virus parentales.
Estos hallazgos muestran que las modificaciones de la capside no interfieren con la capacidad oncolitica de los virus
con triple delecion.

Ensayo de produccién virica

Se infectaron células A549 con ICOVIR15K, ICOVIR15K-TD, ICOVIR15K-gp100-tyr o ICOVIR15K-TD-gp100-tyr a una
MOI de 25 UT/célula durante 4 horas y después se lavaron con PBS. La produccién virica total (lineas sélidas, figura
5A) y la produccién virica liberada (lineas discontinuas, figura 5B) se analizaron 24, 48, 72 y 96 horas tras la infeccién.
El virus parental ICOVIR15K se usb como una referencia control para un buen virus oncolitico. Los virus que tienen la
triple delecién (ICOVIR15K-TD e ICOVIR15K-TD-gp100-tyr) parecen tener aproximadamente una reduccién 1 log en
la produccién total comparados con el virus control ICOVIR15K 24 h tras la infeccion; sin embargo, el anélisis
estadistico usando la prueba U de Mann-Whitney para comparar las curvas de produccién virica (Wang, G.P. y
Bushman, F.D., J Virol Methods. Jul 2006;135(1):118-23) demostrd que no habia diferencia entre los grupos. Ademas,
no hubo diferencia significativa entre virus con triple delecién y virus control con respecto a la cantidad de virus liberado
durante el tiempo. Estos resultados muestran que los virus con triple delecién y virus control mostraron produccién
virica similar con respecto tanto a produccién virica total como la produccidn virica liberada. Estos hallazgos también
estan apoyados por los resultados obtenidos en la CI50 del ensayo de citotoxicidad mostrado en la figura 4, en el que
no se observaron diferencias con los virus con triple delecién en comparacién con virus control que carecen de
modificaciones genéticas en la capside. Los valores CI50 se obtuvieron 5 dias tras la infeccién, permitiendo de esta
manera multiples rondas de replicacién virica para una evaluacién correcta de la capacidad oncolitica.

Ejemplo 3

Afinidad de unién a HLA-A2.1 humano de los epitopos adenoviricos mutados y epitopos tumorales presentes en
ICOVIR15K-TD-gp100-tyr

Se usé un ensayo de estabilizacion de HLA-A2.1, con modificaciones menores de Takiguchi et al. (Takiguchi, M.,
Tissue Antigens. Abr 2000;55(4):296-302), para evaluar la afinidad de unién de los péptidos mutados. Se incubaron
células murinas que expresan HLA-A2.1 (células RMA-S A2) durante 18 h a 26°C con el fin de permitir la expresién
en superficie de HLA-A2 en ausencia de cualquier péptido. Los péptidos se diluyeron en serie 1:3 en una placa de 96
pocillos con un fondo en forma de U, empezando con 300 uM hasta 0,1 pM en volumen de 100 pl. Se afiadieron 2,5e5
células RMA-S A2 a cada pocillo en volumen de 100 pl. La mezcla se incub6 durante 2 horas a 26°C y después a 37°C
durante 2 horas para dejar que el HLA-A2.1 sin unir se internalizara. Las células se centrifugaron durante 3 minutos a
500 gy se lavaron tres veces con PBS, SBF al 5%, BSA al 0,5%. Las células se incubaron con 100 pl del sobrenadante
de hibridoma anti-HLA-A2.1 (PA2.1) y se incubaron durante 30 minutos a 4°C. Las células se lavaron tres veces y
después se incubaron con anti-IgG de ratdn en cabra Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes®) a dilucién 1:500 durante
30 minutos a 4°C. Las células se lavaron tres veces y después se analizaron con citémetro de flujo Gallios (Beckman
Coulter). Como control negativo, se incubaron células RMA-S A2 con un péptido que no tenia afinidad por HLA-A2.1
en las mismas condiciones experimentales. Se calculé el indice de fluorescencia usando la férmula: Indice de
fluorescencia = (fluorescencia de la muestra — fluorescencia del control negativo)/fluorescencia del control negativo.

Usando GraphPad Prism v5, se analizaron los valores de Kd usando una regresién no lineal. Se obtuvo un valor Kd
para cada péptido que representa la constante unién en equilibrio con la mitad de la unién maxima posible.

Usando este ensayo, se analizaron los epitopos de unién a HLA-A2 en el ICOVIR15K-TD-gp100-tyr. Como se muestra
en la figura 6A, las versiones mutadas de los epitopos Hex982 y Hex713 mantuvieron el mismo nivel de unién a HLA-
A2 comparados con sus equivalentes sin modificar. Por tanto, estas mutaciones se consideraron “deleciones no
funcionales”. La mutacién V925K en el epitopo Hex917 redujo significativamente la unién a HLA-A2 en casi 600 veces
comparado con su equivalente sin modificar, como se muestra en la figura 6A. Por tanto, esta mutacidén se consideré
una “delecién funcional’. Ademas, todos los epitopos tumorales introducidos en ICOVIR15K-TD-gp100-tyr se unen a
HLA-A2.1 humana y son funcionales como se muestra en la figura 6B. Como se resume en la figura 6C, ICOVIR15K-
TD-gp100-tyr contiene una “delecién funcional’ que produce la pérdida de un epitopo de adenovirus inmunodominante
y epitopos gp100 y tyr funcionales.

Ejemplo 4

Anélisis in vivo de la respuesta inmunitaria generada por ICOVIR15K-TD-gp100-tyr

Se inmunizaron ratones transgénicos HHD, que son una cepa de ratén C57BL/6 con MHC H-2 de clase | murina
eliminada y manipulada para expresar cantidades significativas del Ag de MHC de clase | HLA-A2.1 (también llamado

HHD A2/Kb H-2b-; Firat, H., et al., Eur J Immunol. Oct 1999;29(10):3112-21) con ICOVIR15K-gp100-tyr o ICOVIR15K-
TD-gp100-tyr usando una pauta de inmunizacién basada en una principal con virus inactivado administrado por via
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intramuscular el dia 0 y reforzada ademas con el virus activo administrado por via intravenosa el dia 14. El dia 28, la
respuesta inmunitaria contra un namero de epitopos del hexén se analizé con el fin de determinar qué epitopos del
hexdn son mas inmundgenos y si los epitopos con triple delecién no podian generar respuesta inmunitaria.

La respuesta inmunitaria contra diferentes epitopos en el punto de tiempo del dia 28 se evalud usando el ensayo de
inmunoadsorcién ligado a enzima en manchas (ELISPOT), que permite la visualizacién de producto secretor (es decir,
IFNy) de células que responden individuales en una membrana, proporcionando de esta manera informacion
cualitativa (tipo de antigeno) y cuantitativa (nUmero de células que responden). Para realizar tal analisis, se sacrificaron
los ratones el dia 28, los bazos se recogieron y se aislaron los esplenocitos. Los esplenocitos de cada animal se
sembraron a 2.500.000 células/pocillo. Se usaron fitohemaglutinina (PHA a 15 ng/ml) mas ionomicina (250 ng/ml)
como control positivo, y se us6 el medio solo como control negativo. Se usaron péptidos y conjuntos de péptidos a
una concentracién final de 1 uM. Los antigenos se incubaron con los esplenocitos durante al menos 18 horas a 37°C,
COs al 5%. Los pocillos se lavaron e incubaron con el anticuerpo anti-IFNy biotinilado secundario durante 2 horas
(Mabtech 3321-6-250), se lavaron, y después se incubaron durante 1 hora con estreptavidina-ALP (Sigma E2636-
2ML). Las placas se lavaron con PBS, y las manchas se revelaron usando la solucién BCIP/NBT (Sigma B1911-
100ML) hasta que surgieron manchas distintas (15-30 minutos). La placa se lavé con agua del grifo, se dejé secar
durante la noche, y las manchas se contaron usando el lector clasico AID EliSpot (ELR071; AID GmbH, Strassberg,
Alemania). El nimero de manchas se corrigié por el contenido de linfocitos CD8 en la poblacién celular de esplenocitos,
ya que el contenido de CD8 variaba del 0,5% al 3,5%.

En este experimento, se examind la reactividad contra un panel de epitopos del hexdn incluyendo a los que se dirige
la delecién triple (Hex713, Hex892 y Hex917) y los predichos que se unen con alta afinidad a HLA-A2.1 segun
diferentes métodos in silico mostrados en la tabla 1. Estos incluian los siguientes epitopos o polipéptidos
adenoviricos/tumorales restringidos a HLA-A2.1 humana: E1A19 (LLDQLIEEV) (SEQ ID NO: 33); Hex63 (RLTLRFIPV)
(SEQ ID NO: 34);, Hex512 (GLVDCYINL) (SEQ ID NO: 23); Hex548 (MLLGNGRYYV) (SEQ ID NO: 35); Hex652
(MLYPIPANA) (SEQ ID NO: 36); Hex713 (YLNHTFKKV) (SEQ ID NO: 11); Hex892 (LLYANSAHA) (SEQ ID NO: 15);
Hex914 (TLLYVLFEV) (SEQ ID NO: 37); Hex917 (YVLFEVFDV) (SEQ ID NO: 19); Tyr369(3D) (YMDGTMSQV (SEQ
ID NO: 32)); gp100-209 (IMDQVPFSV) (SEQ ID NO: 38) y gp100-280 (YLEPGPVTA (SEQ ID NO: 31)). Ademas, un
conjunto de polipéptidos del hexén (polipéptidos de 15 aminoacidos solapantes en 9 aminoéacidos de toda la secuencia
de proteina del hexén) y esplenocitos indiferenciados preinfectados con ICOVIR15K-gp100-tyr o ICOVIR15K-TD-
gp100-tyr durante 24 horas también se incluyeron.

Los resultados se muestran en la figura 7. El panel de epitopos del hexén incluia a los que se dirige la triple delecidn
(Hex713, Hex892 y Hex917) y los predichos que se unen con alta afinidad a HLA-A2.1 segln diferentes modelos de
prediccidn. A pesar de que las respuestas de células T CD8 contra los epitopos del hexén con triple delecién Hex713
y Hex892 eran indetectables y se vieron pequefias respuestas contra Hex917 cuando se inmuniza con ICOVIR15K-
gp100-tyr, el virus con triple deleciéon ICOVIR15K-TD-gp100-tyr no es capaz de montar una respuesta contra el epitopo
Hex917 y por tanto la sustitucién de aminoacidos V925K en el hexén es funcional in vivo. La respuesta inmunitaria
contra otros epitopos del hexdn que se predijo que se unian con alta afinidad a HLA-A2.1, tal como Hex63, Hex512,
Hex548, Hex652 y Hex914, también se evalu6. De estos epitopos predichos, solo Hex512 fue capaz de inducir una
alta respuesta inmunitaria. De forma interesante, los ratones tratados con el virus con triple delecién ICOVIR15K-TD-
gp100-tyr dieron una mayor respuesta contra Hex512 que el virus control parental, lo que sugiere que hubo un cambio
en la inmunodominancia a otros epitopos del hexén cuando la triple delecién estaba presente.

Cuando se analizé un conjunto de polipéptidos del hexdn (polipéptidos de 15 aminoacidos solapantes en 9
aminodacidos de toda la secuencia de proteina del hexén) en el ensayo ELISPOT, tanto los virus ICOVIR15K-gp100-
tyr como ICOVIR15K-TD-gp100-tyr generaron una alta respuesta inmunitaria contra el hexdn, pero el nivel de
respuesta inmunitaria contra el hexdn generada por el virus con triple delecidén era significativamente menor que el
virus control. Este hallazgo importante muestra que, incluso aunque no se detecté una alta respuesta inmunitaria
contra los epitopos objetivo individuales en la triple delecién, la inmunogenicidad anti-hexén global disminuye cuando
estos tres epitopos se delecionan (Figura 7). Ademas, para probar si la inmunidad general contra todas las proteinas
de adenovirus cambid debido a la triple delecidén, presentamos el conjunto entero de epitopos de adenovirus a
esplenocitos de animales inmunizados usando esplenocitos indiferenciados infectados con virus y células
presentadoras de antigeno. Los esplenocitos indiferenciados se infectaron ex vivo con ICOVIR15K-gp100-tyr o
ICOVIR15K-TD-gp100-tyr durante 24 horas y después se afiadieron a esplenocitos de ratones inmunizados en el
ensayo ELISPOT (Figura 7). Los ratones inmunizados con ICOVIR15K-gp100-tyr respondieron muy bien contra
esplenocitos indiferenciados infectados con ICOVIR15K-gp100-tyr o ICOVIR15K-TD-gp100-tyr. Sin embargo, los
ratones inmunizados con el virus con ftriple delecién ICOVIR15K-TD-gp100-tyr respondieron con menor actividad a
esplenocitos indiferenciados infectados con ICOVIR15K-gp100-tyr o ICOVIR15K-TD-gp100-tyr. La respuesta
inmunitaria anti-adenovirus global estaba significativamente reducida en ratones inmunizados con el virus con triple
delecién ICOVIR15K-TD-gp100-tyr comparada con el virus sin triple deleciéon ICOVIR15K-gp100-tyr.

Con el fin de evaluar si la modulacién de la respuesta inmunitaria contra el hexén con los epitopos de triple delecién

aumenta la inmunogenicidad de epitopos tumorales presentados en la capside de adenovirus, la respuesta inmunitaria
contra el epitopo tumoral tirosinasa también se analizé en la figura 7. Sorprendentemente, la respuesta inmunitaria
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contra tirosinasa aumenté en el 50% cuando el epitopo tumoral se presenta en el contexto de virus con triple delecién
ICOVIR15K-TD-gp100-tyr.

En conjunto, estos datos muestran que el virus con triple delecién ICOVIR15K-TD-gp100-tyr era parcialmente capaz
de esconderse del sistema inmunitario, permitiendo mediante ello que el epitopo tumoral tirosinasa sea mas
inmunégeno que cuando se presenta en el virus control ICOVIR15K-gp100-tyr.

Ejemplo 5
Impacto del cambio inmunitario en actividad antitumoral

Como se ha descrito anteriormente, se detectd una fuerte actividad inmunitaria CD8+ contra el epitopo tirosinasa en
ratones inmunizados con ICOVIR15K-TD-gp100-tyr (Figura 7). El siguiente ejemplo muestra que ICO15K-TD-gp100-
tyr induce una actividad antitumoral mas potente comparada con ICO15K-gp100-tyr en animales que portan tumores
murinos. Especificamente, los animales inyectados con ICO15K-TD-gp100-tyr son mucho mas resistentes a la
formacién de tumores que los animales tratados con ICO15K-gp100-tyr.

Se vacunaron ratones transgénicos HHD con adenovirus oncolitico parental ICOVIR15K, el adenovirus oncolitico con
epitopos de melanoma presentados en el HVRS (ICOVIR15K-gp100-tyr) y el mismo adenovirus oncolitico con epitopos
de melanoma, pero que porta la triple deleciéon (ICOVIR15K-TD-gp100-tyr). Los ratones se vacunaron como se
describe en el diagrama mostrado en la figura 8A. Posteriormente, los ratones se expusieron 7 dias después de la
vacunacion a 10° células tumorales murinas B16CAR-A2 (células positivas para tirosinasa) dadas por via subcutanea.
Las células B16CAR-A2 son derivadas de células B16CAR previamente transducidas con un vector retrovirico no
replicativo MSCV-A2 que codifica una secuencia de ADNc de HLA-A2/Kb en la que el transgén HLA-A2/Kb expresa
los dominios a1 y a2 de HLA-A2.1 humano fusionados al dominio a3 murino Kb bajo el control del promotor CMV.

La formacién de tumores se evalué como en un ensayo de formacidn por exposicién de tumores clasico y el crecimiento
tumoral también se siguié (Figura 8B). Todos los ratones vacunados con el virus parental ICOVIR15K desarrollaron
tumores, mientras el 90% de los ratones vacunados con ICOVIR15K-gp100-tyr desarrollaron tumores, y solo el 60%
de ratones desarroll6 tumores cuando se vacunaron con ICOVIR15K-TD-gp100-tyr. El Unico grupo de tratamiento que
demostré inhibicién significativa de crecimiento tumoral fue el que presenta epitopos de melanoma y porta la triple
delecién (ICOVIR15K-TD-gp100-tyr).

Para evaluacién adicional de la eficacia antitumoral, se midi6 el tamafio del tumor con un calibrador digital y se calculd
segun la formula V (mm3) = m/6 x W x L x D, donde W, L y D son anchura, longitud y profundidad del tumor,
respectivamente (Figura 8C). Se usd la prueba de la t de Student bilateral para comparar por pares la significancia
estadistica de las diferencias en el volumen del tumor entre los diferentes grupos de tratamiento. Los resultados
mostraron que la vacunacién con un virus oncolitico que combina la triple delecién (TD) con la presentacién de
epitopos tumorales (gp100#ityr) tiene impacto significativo en el crecimiento tumoral después de la inyeccién de células
B16CAR-A2. Ademés, también se dibujaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para cada grupo, para las que
el punto final se establecié como un volumen tumoral = 500 mm? (Figura 8D). Los animales cuyo tamafio tumoral
nunca alcanzé el umbral se incluyeron como informacién censurada a la derecha. Se us6 una prueba del orden
logaritmico para determinar la significancia estadistica de las diferencias en tiempo al suceso. De nuevo, el Unico
grupo de tratamiento que demostrd supervivencia de ratones significativamente aumentada con respecto al grupo sin
tratar fue el que presenta epitopos de melanoma y porta la triple delecién (ICOVIR15K-TD-gp100-tyr).

En conjunto, estos datos demuestran que la delecién de un epitopo de hexén inmunodominante de adenovirus junto
con la presentacion de epitopos asociados a tumor en la capside de adenovirus es capaz de aumentar la eficacia
antitumoral de adenovirus oncoliticos.

Ejemplo 6
Generacién y caracterizacion del adenovirus oncolitico ICOVIR15K-QD

Un nuevo adenovirus oncolitico ICOVIR15K-QD, que mantiene la “TD” de ICOVIR15K-TD e incorpora una nueva
mutacidn en el hexén, se generé usando ICOVIR15K-TD como fondo. Hex512 es un epitopo adenovirico que genera
una de las mayores respuestas inmunitarias en el modelo murino HHD transgénico como se muestra en la figura 7. El
método para introducir esta nueva mutacién es idéntico al seguido para la generacién de ICOVIR15K-TD, usando
cebadores degenerados con el fin de sustituir la secuencia codificante para los aminoacidos de Hex512 por cualquier
otro excepto el original. El conjunto de deleciones epitépicas del hexdn de este nuevo virus se ha llamado cuadruple
delecidn (cuadruple delecién, QD). A destacar, no se ha incorporado antigeno tumoral en este virus. Las siguientes
deleciones epitdpicas del hexdn estén incluidas en ICOVIR15K-QD: (1) mutacion V721A en la posicién 9 del epitopo
Hex713, que sustituye una valina con una alanina; (2) mutacién A900S en la posicién 9 del epitopo Hex892, que
sustituye una alanina con una serina; (3) mutacién V925K en la posicién 9 del epitopo Hex917, que sustituye una
valina (V) con una lisina (K); y (4) mutacién L520P en la posicion 9 del epitopo Hex512, que sustituye una leucina (L)
con una prolina (P).
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La tabla 3 muestra la secuencia aminoacidica exacta de cada regién mutante comparada con su equivalente de tipo
salvaje.

Tabla 3
Secuencia de aminoacidos correspondiente a cuatro epitopos mutados incluidos en QD
Alelo Longitud del péptido Secuencia de AA Epitopo
HLA-A*02:01 9 YLNHTFKKY (SEQ ID NO: 11) Hex713 (wt)
HLA-A*02:01 9 YLNHTFKKA (SEQ ID NO: 13) V721A (en QD)
HLA-A*02:01 9 LLYANSAHA (SEQ ID NO: 15) Hex892 (wt)
HLA-A*02:01 9 LLYANSAHS (SEQ ID NO: 17) A900S (en QD)
HLA-A*02:01 9 YVLFEVFDV (SEQ ID NO: 19) Hex917 (wt)
HLA-A*02:01 9 YVLFEVFDK (SEQ ID NO: 21) V925K (en QD)
HLA-A*02:01 9 GLVDCYINL (SEQ ID NO: 23) Hex512 (wt)
HLA-A*02:01 9 GLVDCYINP (SEQ ID NO: 25) L520P (en QD

Todas las deleciones QD en el hexdn se confirmaron por secuenciacién gendmica. La caracterizacion fisica y funcional
del virus ICOVIR15K-QD purificado mostrd que la proporcién de virus funcional (vp/UT) esta dentro de los estandares
normales y no mostré pérdida en capacidad de replicacidén oncolitica medida por un valor CI50 no afectado (Figura 9).

La afinidad de unién de la versién mutada Hex512 presente en ICOVIR15K-QD también se ensay6 usando el ensayo
de estabilizacién de HLA-A2.1 previamente descrito. Como se muestra en la figura 10, la mutacién L520P en el epitopo
Hex512 redujo significativamente la unién a HLA-A2.1 en mas de 10 veces y se puede considerar una delecion
epitdpica funcional.

Ejemplo 7
Actividad antitumoral del adenovirus oncolitico ICOVIR15K-QD

Se realizé evaluacién adicional del potencial terapéutico del cambio inmunitario por delecién de epitopos adenoviricos
inmunodominantes con ICOVIR15K-QD, en el que no se ha insertado antigeno tumoral. Su actividad antitumoral se
evalué en dos modelos de ratdn diferentes: ratones transgénicos HHD y ratones C57BL/6 A2/KbH-2+ transgénicos.
Los ratones C57BL/6 A2/KbH-2+ son una cepa de ratdén también manipulada para expresar Ag de MHC de clase |
humano HLA-A2.1, pero no inactivados para MHC de clase | murina H-2.

Actividad antitumoral del adenovirus oncolitico ICOVIR15K-QD en ratones C57BL/6 A2/KPH-2* transgénicos

Se inyectaron por via subcutanea 10° células B16CAR-A2 en ambos flancos de los ratones C57BL/6 A2/KPH-2*
transgénicos y se dejaron formar tumores (n = 5 animales/grupo). El dia 8 tras la inoculacion, los tumores se inyectaron
por via intratumoral con 10'° vp de 1) adenovirus oncolitico ICOVIR15K, 2) ICOVIR15K-QD, o 3) PBS. Las soluciones
madre de virus se diluyeron a 5-10" vp/ml en PBS y se inyectaron dos veces por tumor con volumen de 10 pl por sitio
de inyecciéon usando una jeringa de insulina BD de 0,3 ml, 30 G (Becton Dickinson 324826). Especificamente, la
primera inyeccién se administré al tumor y se sellé con 5 pl de pegamento quirargico (VetBond). Después de esperar
30 segundos para que se fraguara el primer sello, la segunda inyeccidén se administré al mismo tumor y se sell6 con
VetBond. El tamafio del tumor se midi6 con un calibrador digital y se calculd segin la férmula V (mm?3) = /6 x W x L
x D, donde W, L y D son anchura, longitud y profundidad del tumor, respectivamente. Se usé la prueba de la t de
Student bilateral para comparar por pares la significancia estadistica de las diferencias en el volumen del tumor entre
los diferentes grupos de tratamiento. Para las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier, el punto final se establecid a
un volumen tumoral =2 500 mm?3. Los animales cuyo tamafio tumoral nunca alcanzé el umbral se incluyeron como
informacién censurada a la derecha. Se usd una prueba del orden logaritmico para determinar la significancia
estadistica de las diferencias en tiempo al suceso. Los resultados se muestran en la figura 11.

Los tumores inyectados con PBS crecieron rapidamente. Los tumores inyectados con adenovirus oncolitico
ICOVIR15K retrasaron significativamente el crecimiento tumoral como resultado de la destruccién de células tumorales
por replicacién de adenovirus intratumoral. Ademés, tres de los siete tumores inyectados con ICOVIR15K
desaparecieron. Sin embargo, en el grupo inyectado con ICOVIR15K-QD, el crecimiento tumoral se redujo
significativamente mas con respecto a ICOVIR15K, con la desapariciéon de cuatro de los ocho tumores inyectados
(Figura 11A). La supervivencia mediana de los animales tratados con ICOVIR15K se ajustd a 24 dias (comparado con
los 21 dias para el grupo tratado con PBS), mientras la supervivencia mediana fue 65 dias para los animales tratados
con ICOVIR15K-QD (Figura 11B). Estos datos muestran que eliminar los epitopos de células T inmunodominantes de
adenovirus (mutaciones Hex917 y Hex512) produce actividad antitumoral aumentada de los adenovirus oncoliticos
independientemente de la expresién de antigeno tumoral del virus, que sugiere que los antigenos tumorales liberados
del tumor por el efecto de replicaciéon del virus y citotoxicidad son capaces de dirigir una respuesta inmunitaria
antitumoral eficaz.
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Actividad antitumoral del adenovirus oncolitico ICOVIR15K-QD en ratones transgénicos HHD

Se inyectaron por via subcutanea 1e6 B16CAR-A2 en ambos flancos de los ratones HHD A2/Kb H-2b- transgénicos y
se dejaron formar tumores (n =4 animales por grupo). Los tumores del lado derecho se inyectaron por via intratumoral
con 1-10'° vp de 1) adenovirus oncolitico ICOVIR15K, 2) ICOVIR15K-QD, o 3) PBS. En este experimento los tumores
del lado izquierdo se dejaron sin tratar para todos los grupos para evaluar la actividad antitumoral sistémica. Las
soluciones madre de virus se diluyeron y administraron como se ha descrito previamente. El tamafio del tumor se
midi6 durante 7 dias y su volumen se calculé segln la férmula V (mm?3) = 1/6 x W x L x D. Se us6 la prueba de lat de
Student bilateral para comparar por pares la significancia estadistica de las diferencias en el volumen del tumor entre
los diferentes grupos de tratamiento. Los resultados se muestran en la figura 12. Los animales se sacrificaron 7 dias
después de la inyeccién para recoger esplenocitos para evaluacién por ELISPOT adicional como se describe en el
ejemplo 8 a continuacion.

Los tumores inyectados con PBS crecieron rdpidamente, asi como sus tumores no inyectados contralaterales. Los
tumores inyectados con ICOVIR15K crecieron lentamente comparados con los grupos de PBS, pero el crecimiento de
los tumores tratados con ICOVIR15K-QD se redujo adicionalmente, aunque no significativamente con respecto a los
otros grupos durante este periodo de seguimiento de 7 dias (Figura 12A). A destacar, los tumores contralaterales no
experimentaron ninguna inhibicién de crecimiento tumoral en el grupo tratado con ICOVIR15K, mientras el crecimiento
de los tumores contralaterales a tumores tratados con ICOVIR15K-QD se redujo significativamente (Figura 12B). Esta
evidencia apoya fuertemente la generacién de una respuesta inmunitaria sistémica contra tumores solo para animales
tratados con ICOVIR15K-QD.

En conjunto, estos datos sorprendentemente demuestran que la delecién de los epitopos del hexdn inmunodominantes
en la capside de adenovirus aumenta la eficacia antitumoral de adenovirus oncoliticos mediante un mecanismo
sistémico que no requiere la presentacion de epitopos asociados a tumores de adenovirus.

Ejemplo 8

Cambio inmunitario de respuestas inmunitarias anti-adenovirus a antitumorales al delecionar epitopos
inmunodominantes de adenovirus en ausencia de epitopos tumorales

Los ratones transgénicos HHD del ejemplo 7, que portan tumores B16CAR-A2 en ambos flancos se inyectaron en el
tumor del flanco izquierdo con ICOVIR15K, ICOVIR15K-QD o PBS, también se usaron para un andlisis de la respuesta
inmunitaria generada por el virus ICOVIR15K-QD /in vivo. Siete dias después de ser inyectados como se ha descrito
en el ejemplo 7, los animales se sacrificaron, se recogieron los bazos y se aislaron esplenocitos del bazo. Para evaluar
la respuesta inmunitaria contra diferentes epitopos en este punto de tiempo, se usaron 2.500.000 esplenocitos/pocillo
para determinar la inmunorreactividad por ensayo de inmunosadsorcién ligado a enzima en mancha (ELISPOT) segun
el protocolo descrito en el ejemplo 4.

En este experimento, se examind la reactividad contra los siguientes epitopos o polipéptidos adenoviricos restringidos
a HLA-A2.1 humano: E1A19 (LLDQLIEEV) (SEQ ID NO: 33);, Hex512 (GLVDCYINL) (SEQ ID NO: 23); Hex713
(YLNHTFKKV) (SEQ ID NO: 11); Hex892 (LLYANSAHA) (SEQ ID NO: 15); y Hex917 (YVLFEVFDV) (SEQ ID NO: 19).
Ademas, un conjunto de polipéptidos del hexén (polipéptidos de 15 aminoacidos solapantes en 9 aminoacidos de toda
la secuencia de proteina del hexén) también se incluyeron. Puesto que los epitopos tumorales contra los que la
respuesta antitumoral se podria montar no estan definidos, también se incluyeron células murinas B16CAR-A2
tumorales que se preincubaron con IFN-y para aumentar sus propiedades presentadoras de antigeno.

Los resultados del ensayo ELISPOT se muestran en la figura 13. En fuerte contraste con los ratones tratados con
ICOVIR15K, los ratones inyectados por via intratumoral con ICOVIR15K-QD no son capaces de montar una respuesta
contra los epitopos Hex512 y Hex917, confirmando que las sustituciones de aminoacidos L520P y V925K en el hexén
son funcionales in vivo.

Ademas, cuando esplenocitos de estos animales se cocultivaron con células murinas B16CAR-A2 tumorales
completas para ensayar la inmunidad contra estas células, los ratones tratados con ICOVIR15K-QD mostraron mayor
inmunorreactividad contra tumores B16CAR-A2 que los ratones tratados con ICOVIR15K o PBS.

En conjunto, estos datos muestran que el tratamiento con un adenovirus oncolitico en el que los epitopos adenoviricos
inmunodominantes se han delecionado es capaz de generar una respuesta inmunitaria antitumoral més potente contra
el tumor comparado con un adenovirus ho modificado.

Secuencias
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SEQ ID NO: 6 —insercién gp100-tyr con enlazadores

CHOIEEOACOIEEA RO 2Erora iRActZonge AECRER AL AR RACSRARCAREICCoRER g

SEQ ID NO: 7 —insercién gp100-tyr con enlazadores
OSOSRYLEPGRVTAAGSOGSRYMDGTMEQVAGRGS

SEQ ID NO: 8 — Hexén wt
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SEQ ID NO: 9 — Hexén wt
MATPSMMPOWSYMHISGRDASEYLSPGLVOFARATETYPSENNE FRMNPTVAPTHDYTY
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SEQ ID NO: 10 — epitopo Hex713
faccicsatcatarcittaagragety
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SEQ ID NO: 11 — epitopo Hex713
YLNHTFRKY

SEQ ID NO: 12 — epitopo V721A
{agotoasccacaccifangaagast

SEQ ID NO: 13 — epitopo V721A
YLNHTFKKA
SEQ ID NO: 14 — epitopo Hex892

CHOIIRRCCRACTCUROLTRERNR

SEQ ID NO: 15 — epitopo Hex892
LLYANSAHA

SEQ ID NO: 16 — epitopo A900S
giiviclatgoeaeitegoetgoive

SEQ ID NO: 17 — epitopo A900S
LLYANSAKS

SEQ ID NO: 18 — epitopo Hex917
tatgttigieaagtomigaeaty

SEQ ID NO: 19 — epitopo Hex917
YVLEFEVFDW

SEQ ID NO: 20 — epitopo V925K
tafgtiligiftgaagiciigacaag

SEQ ID NO: 21 — epitopo V925K
YVLEENVFDK

SEQ ID NO: 22 — epitopo Hex512

SEQ ID NO: 23 — epitopo Hex512
GLVDYINL

SEQ ID NO: 24 — epitopo L520P
guutlaglzgactaviacatizancge

o

SEQ ID NO: 25 — epitopo L520P
GLVDOYINP

SEQ ID NO: 26 — sitio de unién a sulfato de heparina glucosaminoglicano (HSG)

ES 2987442 T3

SEQ ID NO: 27 — motivo de unidn a integrina

RODK

SEQ ID NO: 28 — enlazador flexible

GSGRR

SEQ ID NO: 29 — enlazador flexible

AGRGIK

SEQ ID NO: 30 — enlazador flexible

AGSGS
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SEQ ID NO: 31 — epitopo gp100-280
YEEPOPYTA

SEQ ID NO: 32 — epitopo Tyr369(3D)
YMDOGTMSQY

SEQ ID NO: 33 — epitopo E1A19
LLDOLIERY

SEQ ID NO: 34 — epitopo Hex63
RLTLRFIPY

SEQ ID NO: 35 — epitopo Hex548
MLLOGNGRYY

SEQ ID NO: 36 — epitopo Hex652
MLYPIPANA

SEQ ID NO: 37 — epitopo Hex914
TLLYVLEEY

SEQ ID NO: 38 — epitopo gp100-209
IMDOQVPESY
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REIVINDICACIONES

Un adenovirus oncolitico, en donde dicho adenovirus oncolitico es capaz de replicarse en una célula tumoral,
en donde dicho adenovirus se selecciona del grupo que consiste en:

(i)  un adenovirus que comprende una mutacién V721A en el epitopo Hex713 (YLNHTFKKYV) (SEQ ID NO:
11), una mutacién A900S en el epitopo Hex892 (LLYANSAHA) (SEQ ID NO: 15) y una mutacién a V925K
en el epitopo Hex917 (YVLFEVFDV) (SEQ ID NO: 19); y

(i)  un adenovirus que comprende una mutacién L520P en el epitopo Hex512 (GLVDCYINL) (SEQ ID NO:
23), una mutacién V721A en el epitopo Hex713 (YLNHTFKKV) (SEQ ID NO: 11), una mutacién A900S en
el epitopo Hex892 (LLYANSAHA) (SEQ ID NO: 15) y una mutacién a V925K en el epitopo Hex917
(YVLFEVFDV) (SEQ ID NO: 19).

El adenovirus oncolitico de la reivindicacién 1, en donde el adenovirus comprende una mutaciéon L520P en el
epitopo Hex512, una mutacion V721A en el epitopo Hex713, una mutacién A900S en el epitopo Hex892, y una
mutacién a V925K en el epitopo Hex917.

El adenovirus oncolitico de cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, que ademas comprende una 0 mas
secuencias de acido nucleico heterdlogo que cada una codifica un antigeno o epitopo tumoral capaz de ser
reconocido por células T.

El adenovirus oncolitico de la reivindicacién 3, en donde dicho antigeno o epitopo tumoral se inserta en una
region hipervariable de la proteina hexén del adenovirus.

El adenovirus oncolitico de cualquiera de las reivindicaciones 3 0 4, en donde dicho antigeno o epitopo tumoral
esta flanqueado por enlazadores flexibles que comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en: GSGSR (SEQ ID NO: 28), AGSGSR (SEQ ID NO: 29), y AGSGS (SEQ ID NO: 30).

El adenovirus oncolitico de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en donde dicha una 0 més secuencias de
acido nucleico heterélogo codifica un antigeno o epitopo tumoral gp100, o un antigeno o epitopo tumoral
tirosinasa.

El adenovirus oncolitico de cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en donde dicha una 0 més secuencias de
acido nucleico heterélogo comprenden (a) una secuencia de acido nucleico heterélogo que codifica un antigeno
o epitopo tumoral gp100 o que comprenden la secuencia de aminoacidos YLEPGPVTA (SEQ ID NO: 31), y (b)
una secuencia de é&cido nucleico heterélogo que codifica un antigeno o epitopo tumoral tirosinasa que
comprende la secuencia de aminoacidos YMDGTMSQV (SEQ ID NO: 32).

El adenovirus oncolitico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el adenovirus es adenovirus
humano de serotipo 5.

El adenovirus oncolitico de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde el adenovirus ademés comprende
un promotor especifico de tejido o especifico de tumor para lograr replicacién selectiva en tumores o en donde
el adenovirus ademas comprende al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en: un gen que activa
un profarmaco, un gen supresor tumoral, y un gen inmunoestimulador.

El adenovirus oncolitico segun la reivindicacién 1 que comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO:
30405

Una composicidén farmacéutica que comprende una dosis farmacolégicamente eficaz del adenovirus oncolitico
de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y uno o mas soportes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

El adenovirus oncolitico de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para uso como un medicamento.

El adenovirus oncolitico de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para uso en el tratamiento o la prevencién
de cancer o una enfermedad premaligna que lleva a cancer en un mamifero.

El adenovirus oncolitico para uso segun la reivindicacion 13, en donde el mamifero es un ser humano.

Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:
3,4y5.
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