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DESCRIPCION
Células dendriticas modificadas por ingenieria y usos para el tratamiento del cancer
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al campo de la terapia génica para el tratamiento del cancer. En una realizacion, la
invencion se refiere a la ingenieria de células dendriticas para expresar condicionalmente interleuquina-12 (IL-12) y
el uso de las células para terapéutica. En otra realizacién, la invencion se refiere a la ingenieria de células
dendriticas para expresar condicionalmente interleuquina-12 (IL-12) y/o interferén alfa (IFN-alfa) y el uso de las
células para terapéutica.

Antecedentes

Diversas patentes, solicitudes de patente y publicaciones se citan en este documento. Sin embargo, la mencion de
cualquier referencia en este documento no debe interpretarse como una admision de que dicha referencia esta
disponible como "técnica previa" a la presente solicitud.

La interleuquina-12 (IL-12) es un miembro de la familia de citoquinas de tipo | implicada en la contribucion a varios
procesos biolégicos incluyendo, aunque sin limitacion, la respuesta inmune protectora y la supresion de la
tumorigénesis (Abdi et al., 2006; Adorini, 1999; Adorini, 2001; Adorini et al., 2002; Adorini et al., 1996; Akhtar et al.,
2004; Akiyama et al., 2000; Al-Mohanna et al., 2002; Aliberti et al., 1996; Allavena et al., 1994; Alii y Khar, 2004;
Alzona et al., 1996; Amemiya et al., 2006; Araujo et al., 2001; Arulanandam et al., 1999; Athie et al., 2000; Athie-
Morales et al., 2004; Bertagnolli et al., 1992; Bhardwaj et al., 1996; Biedermann et al., 2006; Brunda y Gately, 1994;
Buchanan et al., 1995; Romani et al., 1997; Rothe et al., 1996; Satoskar et al., 2000; Schopf et al., 1999; Thomas et
al., 2000; Tsung et al., 1997; Wolf et al., 1994; Yuminamochi et al., 2007). Un creciente conjunto de evidencias
sugiere que la IL-12 puede ser una diana prometedora para el control de enfermedades humanas (por ejemplo,
cancer).

A pesar de que la IL-12 sigue siendo prometedora como agente terapéutico contra el cancer basado en su potente
actividad de soporte sobre células NK anti-tumorales Tipo-1, células T CD4" y células T CD8" (Trinchieri, 2003), la
toxicidad informada de la IL-12 humana recombinante (rhIL-12) en pacientes (Atkins et al., 1997), junto con fuentes
limitadas de rhlL-12 de grado GMP para aplicacion clinica, ha impedido enfoques terapéuticos satisfactorios
basados en IL-12. Por tanto, parece razonable que enfoques de terapia génica puedan representar opciones de
tratamiento mas seguras, mas sostenibles. De hecho, los ensayos clinicos en fase | que aplican suministro intra- o
peri-tumoral de ADNc de IL-12 recombinante basado en virus (Sangro et al., 2004; Triozzi et al., 2005) o plasmidos
(Heinzerling et al., 2005), o fibroblastos autélogos modificados con genes de IL-12 (Kang et al., 2001) se han
encontrado seguros y bien tolerados.

Sin embargo, las respuestas clinicas objetivas en pacientes con melanoma o una diversa gama de carcinomas que
reciben estas terapias génicas han sido raras, variable, transitorias y en gran parte centradas en el sitio de
tratamiento (Heinzerling et al., 2005; Kang et al., 2001; Sangro et al., 2004; Triozzi et al., 2005). En casos en los que
la resolucion de la enfermedad fue parcial o completa, se han observado frecuencias aumentadas de linfocitos
infiltrantes de tumor (Heinzerling et al., 2005; Sangro et al., 2004) y niveles elevados de células T CD8" especificas
de tumor en circulacion (Heinzerling et al., 2005), en consonancia con el cebado cruzado mejorado de células T
especificas de antigeno en estos pacientes.

Ademas, surgieron varias preocupaciones residuales, por ejemplo, toxicidades imprevistas asociadas con la terapia
génica con IL-12 basada en DC y limitaciones potenciales dependientes de IL-12 en la migracién de DC.IL12
terapéutico después de administracion intratumoral. Ademads, hay preocupaciones adicionales respecto a la
cronologia de producciéon de IL-12 en DC transducidas muy importante para la eficacia terapéutica (Murphy et al.,
2005)

Como el cebado cruzado de células T especificas se logra mejor mediante células dendriticas (DC) que sirven como
fuente natural pero regulada de IL-12 (Berard et al., 2000), los ultimos informes de la eficacia preclinica superior de
terapia génica con IL-12 basada en DC han sido de gran interés (Satoh et al., 2002; Tatsumi et al., 2003; Yamanaka
et al., 2002). Por ejemplo, se demostré que la inyeccion intratumoral (i.t.) de DC modificadas por ingenieria para
producir IL-12p70 (mediante infeccion por adenovirus recombinante) provoca el cebado cruzado mejorado
drasticamente de un repertorio ampliamente reactivo de células T CD8" especifico de tumor en concierto con el
rechazo del tumor en modelos murinos (Tatsumi et al., 2003). Dado el uso previo de un adenovirus recombinante
que codifica mIL-12 bajo un promotor basado en CMV (rAd.clL12, (Tatsumi et al., 2003)), la produccién por DC
modificadas por ingenieria de IL-12 fue constitutiva, por tanto, el impacto inmunolégico de esta citoquina temprana
dentro de la lesién tumoral y mas tarde dentro de ganglios linfaticos de drenaje tumoral no se pudo resolver con
respecto a los resultados terapéuticos. Se conocen en la técnica sistemas para la expresion génica condicional.
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Karzenowski et al. (2006). (RheoSwitch® Therapeutic System-Inducible Recombinant AAV Vectors for Tightly
Regulated Transgene Expression. Molecular Therapy, volumen 13, suplemento 1, pagina S 194.) describe el uso de
vectores de AAV recombinante (vwAAV) para el suministro del sistema terapéutico RheoSwitch® (RTS). Se indica
que este sistema permite el control regulador de expresion génica terapéutica a largo plazo in vivo. La tecnologia de
expresion génica RTS permite controlar la cronologia y dosis precisas de la proteina terapéutica a través de la
administracién sistémica de un farmaco activado farmacolégicamente inerte altamente especifico.

Vilaboa et al. (2006). (Regulatable Gene Expression Systems for Gene Therapy. Current Gene Therapy, Volumen 6,
paginas 421-438.) revisa sistemas de expresion génica regulables para terapia génica. Indica que la regulacion
temporal de transgenes puede conseguirse mediante conmutadores génicos que se activan mediante un inductor de
molécula pequefa apropiado y que la regulacion tanto espacial como temporal de la actividad del transgén puede
controlarse mediante una nueva generaciéon de conmutadores génicos, que combinan un promotor de gen de
proteina de choque térmico y un conmutador génico sensible a molécula pequefa.

Lessard et al., (2007). (Characterisation of the RSLI-Dependent Conditional Expression System in LNCaP prostate
cancer cells and development of a single vector format Prostate, volumen 67, paginas 808-819), indica que el
sistema RheoSwitch es muy adecuado para la expresién génica condicional en células de cancer de préstata.

Vujanovic et al., (2006). (IL-12p70 and IL-18 gene-modified dendritic cells loaded with tumor antigen-derived peptides
or recombinant protein effectively stimulate specific Type-1 CD4(+) T-cell responses from normal donors and
melanoma patients in vitro. Cancer Gene Therapy, volumen 13, paginas 798-805) describe células dendriticas
humanas modificadas por ingenieria genética que secretan altos niveles de IL-12, mediante infeccion adenoviral
recombinante, para el tratamiento del cancer.

Mazzolini et al. (2005). (Intratumoral Injection of Dendritic Cells Engineered to Secrete Interleukin-12 by Recombinant
Adenovirus in Patients with Metastatic Gastrointestinal Carcinomas. Molecular Therapy. Volumen 11, paginas 437-
438), describe la inyeccion intratumoral de células dendriticas modificadas por ingenieria para secretar interleuquina-
12 mediante infeccion adenoviral recombinante para el tratamiento de pacientes con carcinomas gastrointestinales.

Katakam et al. (2006). (Retroviral Delivery of the RheoSwitch® Therapeutic System for Precisely Regulated
Expression of BMP-2 for Bone Regeneration. Molecular Therapy. Volumen 13, pagina 5422.) describe el suministro
retroviral del sistema RheoSwitch para la expresion regulada de forma precisa de BMP-2 para regeneracion ésea.

El documento US2005/0191659 describe circuitos moleculares que proporciona expresion sostenida de un gen de
interés después de una Unica aplicacion de estrés. Generalmente, los circuitos moleculares de la invencion
comprenden (a) una primera molécula de acido nucleico que comprende un gen que codifica un factor de
transcripcion y un primer promotor o un promotor de combinaciéon que se puede activar por estrés y por el factor de
transcripcion, donde el primer promotor o el promotor de combinacién y el gen del factor de transcripcion estan
unidos de forma funcional, y (b) una segunda molécula de acido nucleico que comprende un gen de interés y un
segundo promotor que se puede activar por el factor de transcripcion, donde el segundo promotor y el gen de interés
estan unidos de forma funcional. Por tanto, existe la necesidad de DC modificadas por ingenieria para la expresion
condicional de IL-12. La invencidn proporciona un resultado terapéutico prometedor para el uso de dichas células.

Sumario de la invencion

La invencién describe un vector recombinante que codifica una proteina que tiene la funciéon de IL-12 bajo el control
de un promotor condicional. El vector puede ser un vector adenoviral que codifica IL-12p70 dirigido por un promotor
que puede activarse de forma condicional proporcionan un ligando de molécula pequefia soluble tal como
diacilhidrazina, por ejemplo, RG-115819, RG-115830 o0 RG-115932. Este vector permite el control de la expresién de
IL-12 a partir de DC (rAD.RheolL12).

También se describe un vector para expresar de forma condicional una proteina que tiene la funcion de IL-12 que
comprende un polinucleétido que codifica un conmutador génico, comprendiendo dicho conmutador génico al menos
una secuencia de factor de transcripcién, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripcién codifica un
factor de transcripcion dependiente de ligando, unido de forma funcional a un promotor, y (2) un polinucleétido que
codifica una proteina que tiene la funcion de IL-12 unido de a un promotor que se activa por dicho factor de
transcripcion dependiente de ligando. También se describe un vector para expresar de forma condicional proteinas
que tienen la funcion de IL-12 y/o IFN-alfa que comprende un polinucleétido que codifica un conmutador génico,
comprendiendo dicho conmutador génico al menos una secuencia de factor de transcripcion, donde dicha al menos
una secuencia de factor de transcripcion codifica un factor de transcripcién dependiente de ligando, unido de forma
funcional a un promotor, y (2) un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcién de IL-12, y/o un
polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcién de IFN-alfa unido a un promotor que se activa por dicho
factor de transcripcién dependiente de ligando.

Por ejemplo, se describe un vector para expresar de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12
que comprende un polinucleétido que codifica un conmutador génico, donde el polinucleétido comprende (1) al
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menos una secuencia de factor de transcripcion unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una
secuencia de factor de transcripcion codifica un factor de transcripcién dependiente de ligando, y (2) un
polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcién de IL-12 unido a un promotor que se activa mediante
dicho factor de transcripcion dependiente de ligando. También se describe un vector para expresar de forma
condicional proteinas que tienen la funcion de IL-12 y/o IFN-alfa que comprende un polinucledtido que codifica un
conmutador génico, donde el polinucleétido comprende (1) al menos una secuencia de factor de transcripcion unida
de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripcion codifica un factor
de transcripcién dependiente de ligando, y (2) un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcién de IL-
12, y/o un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcién de IFN-alfa unido a un promotor que se activa
mediante dicho factor de transcripcién dependiente de ligando.

La descripcion describe adicionalmente un método para producir un poblacién de DC que expresan de forma
condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12 modificando la DC con un vector recombinante que expresa
de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12, por ejemplo, rAd.RheolL12. También se describe un
método para producir una poblacién de DC que expresan de forma condicional proteinas que tienen la funcién de IL-
12 y/o IFN-alfa modificando la DC con un vector recombinante que expresa de forma condicional proteinas que
tienen la funcién de IL-12 y/o IFN-alfa.

También se describe un método para producir una poblacion de células dendriticas que expresan de forma
condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12, que comprende modificar al menos una parte de las células
dendriticas introduciendo en dichas células dendriticas un vector que comprende un polinucleétido que codifica un
conmutador génico, comprendiendo dicho conmutador génico al menos una secuencia de factor de transcripcién,
donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripcion codifica un factor de transcripcion dependiente de
ligando, unida de forma funcional a un promotor, y (2) un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la
funciéon de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho factor de transcripcién dependiente de ligando.
También se describe un método para producir una poblacion de células dendriticas que expresan de forma
condicional proteinas que tienen la funcion de IL-12 y/o IFN-alfa, que comprende modifica al menos una parte de las
células dendriticas introduciendo en dichas células dendriticas un vector que comprende un polinucleétido que
codifica un conmutador génico, comprendiendo dicho conmutador génico al menos una secuencia de factor de
transcripcion, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripcién codifica un factor de transcripcion
dependiente de ligando, unida de forma funcional a un promotor, y (2) un polinucleétido que codifica una proteina
que tiene la funcién de IL-12, y/o un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcion de IFN-alfa unido a
un promotor que se activa por dicho factor de transcripcion dependiente de ligando.

Por ejemplo, la descripcion describe un método para producir una poblacion de células dendriticas que expresan de
forma condicional una proteina que tiene la funciéon de IL-12, que comprende modifica al menos una parte de las
células dendriticas introduciendo en dichas células dendriticas un vector que comprende un polinucleétido que
codifica un conmutador génico, donde el polinucleétido comprende (1) al menos una secuencia de factor de
transcripcion unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de
transcripcion codifica un factor de transcripcion dependiente de ligando, y (2) un polinucleétido que codifica una
proteina que tiene la funcién de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho factor de transcripcion
dependiente de ligando. La descripcion describe un método para producir una poblacién de células dendriticas que
expresan de forma condicional proteinas que tienen la funcién de IL-12 y/o IFN-alfa, que comprende modifica al
menos una parte de las células dendriticas introduciendo en dichas células dendriticas un vector que comprende un
polinucleétido que codifica un conmutador génico, donde el polinucleétido comprende (1) al menos una secuencia de
factor de transcripcion unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de
transcripcion codifica un factor de transcripcion dependiente de ligando, y (2) un polinucleétido que codifica una
proteina que tiene la funcion de IL-12, y/o un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcion de IFN-alfa
unido a un promotor que se activa por dicho factor de transcripcién dependiente de ligando.

La descripcion también proporciona una poblacion de DC modificadas para expresar de forma condicional una
proteina que tiene la funcién de IL-12 con un vector recombinante que expresa de forma condicional una proteina
que tiene la funcién de IL-12, por ejemplo, el vector rAd.RheolL12. Se ha descubierto que DC infectadas con
rAd.RheolL12 producian niveles elevados de IL-12 solamente después de proporciona un ligando activador.
También se describe una poblacion de DC modificadas para expresar de forma condicional una proteina que tiene la
funcién de IL-12 y/o una proteina que tiene la funcion de IFN-alfa con un vector recombinante que expresa de forma
condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12 y/o la funcién de IFN-alfa. Ligandos utiles incluyen, aunque sin
limitacion RG-115830, RG-115932, RG-115819, RSL1, y otras diacilhidrazinas.

La solicitud describe una célula dendritica modificada por ingenieria in vitro que comprende un vector que
comprende un polinucleétido que codifica un conmutador génico, comprendiendo dicho conmutador génico al menos
una secuencia de factor de transcripcién, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripcién codifica un
factor de transcripcion dependiente de ligando, unida de forma funcional a un promotor, y (2) un polinucleétido que
codifica una proteina que tiene la funciéon de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho factor de
transcripcion dependiente de ligando. También se describe una célula dendritica modificada por ingenieria in vitro
que comprende un vector que comprende un polinucleétido que codifica un conmutador génico, comprendiendo
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dicho conmutador génico al menos una secuencia de factor de transcripcién, donde dicha al menos una secuencia
de factor de transcripcion codifica un factor de transcripcion dependiente de ligando, unida de forma funcional a un
promotor, y (2) un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcion de IL-12, y/o un polinucleétido que
codifica una proteina que tiene la funcion de IFN-alfa unido a un promotor que se activa por dicho factor de
transcripcion dependiente de ligando.

Por ejemplo, la invencion describe una célula dendritica modificada por ingenieria in vitro que comprende un vector
que comprende un polinucleétido que codifica un conmutador génico, donde el polinucleétido comprende (1) al
menos una secuencia de factor de transcripcion unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una
secuencia de factor de transcripcion codifica un factor de transcripcién dependiente de ligando, y (2) un
polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcion de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho
factor de transcripcién dependiente de ligando. La invenciéon describes una célula dendritica modificada por
ingenieria in vitro que comprende un vector que comprende un polinucleétido que codifica un conmutador génico,
donde el polinucledtido comprende (1) al menos una secuencia de factor de transcripcion unida de forma funcional a
un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripcion codifica un factor de transcripcion
dependiente de ligando, y (2) un polinucledtido que codifica una proteina que tiene la funcion de IL-12, y/o un
polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcién de IFN-alfa unido a un promotor que se activa por dicho
factor de transcripcién dependiente de ligando.

La presente invencién describe una composicion farmacéutica que comprende una poblacion de DC modificadas
para expresar de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12 con un vector recombinante que
expresa de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12, por ejemplo, el vector rAd.RheolL12. La
invencion describe una composicion farmacéutica que comprende una poblacion de DC modificadas para expresar
de forma condicional una proteina que tiene la funcion de IL-12 y/o una proteina que tiene la funcién de IFN-alfa con
un vector recombinante que expresa de forma condicional una proteina que tiene la funciéon de IL-12 y/o una
proteina que tiene la funcion de IFN-alfa.

La invencion proporciona un tratamiento del cancer, tal como tumores de melanoma o tumores de glioma. La terapia
génica con IL-12 ha demostrado eficacia anti-tumoral en estudios en modelos animales cuando se aplica como un
vector de ADNc recombinante (Faure et al., 1998; Sangro et al., 2005), pero incluso mas, cuando se aplica en el
contexto de DC modificadas con gen (Satoh et al., 2002; Svane et al., 1999; Tatsumi et al., 2003; Yamanaka et al.,
2002). Hasta la fecha, sin embargo, los ensayos en fase | en seres humanos de terapia génica con IL-12 que aplican
plasmidos o vectores virales no han logrado conseguir respuestas clinicas objetivas y duraderas en el entorno del
cancer (Heinzerling et al., 2005; Kang et al., 2001; Sangro et al., 2004; Triozzi et al., 2005). La terapia génica con IL-
12 basada en DC (con o sin IFN-alfa) descrita en este documento proporciona una modalidad terapéutica
prometedora.

En una realizacién, la invencién describe un método para tratar un tumor en un mamifero, que comprende (a)
administrar por via intratumoral a microentornos tumorales una poblacion de células dendriticas modificadas por
ingenieria in vitro, donde dichas células dendriticas comprenden un vector que comprende un polinucleétido que
codifica un conmutador génico, donde el polinucleétido comprende (1) al menos una secuencia de factor de
transcripcion unida de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de
transcripcion codifica un factor de transcripcion dependiente de ligando, y (2) un polinucleétido que codifica una
proteina que tiene la funcién de IL-12 unido a un promotor que se activa por dicho factor de transcripcion
dependiente de ligando y (b) administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de un ligando, que activa el factor de
transcripcion dependiente de ligando; induciendo de este modo la expresion de una proteina que tiene la funcion de
IL-12 y tratando dicho tumor.

Por ejemplo, la invencién describe un método para tratar un tumor en un mamifero, que comprende las etapas de:

(a) modificar por ingenieria células dendriticas in vitro para expresar de forma condicional una proteina que tiene
la funcion de IL-12;

(b) administrar por via intratumoral a microentornos tumorales dichas células dendriticas modificadas por
ingenieria in vitro; y

(c) administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador; induciendo de
ese modo la expresion de una proteina que tiene la funcion de IL-12 y tratando dicho tumor.

En otras realizaciones, la invencion describe un método para tratar un tumor en un mamifero, que comprende (a)
administrar por via intratumoral a microentornos tumorales células dendriticas modificadas por ingenieria in vitro,
donde dichas células dendriticas comprenden un vector que comprende un polinucledtido que codifica un
conmutador génico, donde el polinucleétido comprende (1) al menos una secuencia de factor de transcripcion unida
de forma funcional a un promotor, donde dicha al menos una secuencia de factor de transcripcién codifica un factor
de transcripcién dependiente de ligando, y (2) un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcién de IL-
12 y/o una proteina que tiene la funcién de IFN-alfa, unido a un promotor activado por dicho factor de transcripcion
dependiente de ligando y (b) administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando
activador; induciendo de ese modo la expresion de una proteina que tiene la funciéon de IL-12 y/o una proteina que
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tiene la funcion de IFN-alfa y tratando dicho tumor.
Por ejemplo, la invencién describe un método para tratar un tumor en un mamifero, que comprende las etapas de:

(a) modificar por ingenieria células dendriticas in vitro para expresar de forma condicional una proteina que tiene
la funcién de IL-12 y/o una proteina que tiene la funcion de IFN-alfa;

(b) administrar por via intratumoral a microentornos tumorales dichas células dendriticas modificadas por
ingenieria in vitro; y

(c) administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador; induciendo de
ese modo la expresion de una proteina que tiene la funcién de IL-12 y/o una proteina que tiene la funcién de IFN-
alfa y tratando dicho tumor.

También se describe en este documento, un método para determinar la eficacia de terapia basada en DC
modificadas por ingenieria midiendo el nivel de expresion o actividad de IFN-y en un paciente antes del inicio de la
terapia, generando la terapia un nivel de control, seguido de la administracion de DC modificadas por ingenieria para
expresar de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12 y una cantidad eficaz de un ligando
activador y después midiendo el nivel de expresion de IFN-y para generar un nivel de ensayo, y comparando el nivel
de control con el nivel de ensayo para determinar si el régimen terapéutico es eficaz.

También se describe en este documento un método para determinar la eficacia de un régimen terapéutico basado
en célula dendritica modificada por ingenieria in vitro en un paciente que comprende:

(a) medir el nivel de expresiéon o el nivel de actividad o ambos de interferén-gamma (IFN-y en una primera
muestra bioldgica obtenida de dicho paciente que lo necesita antes de la administracion de células dendriticas
modificadas por ingenieria in vitro, generando de este modo un nivel de control;

(b) administrar a un paciente que lo necesita, células dendriticas modificadas por ingenieria in vitro modificadas
para expresar de forma condicional una proteina que tiene la funcion de IL-12;

(c) administrar a dicho paciente que lo necesita una cantidad eficaz de un ligando activador;

(d) medir el nivel de expresién o el nivel de actividad o ambos de IFN-y en una segunda muestra biolégica
obtenida de dicho paciente que lo necesita después de la administracion de DC modificadas por ingenieria in
vitro y ligando activador, generando de este modo un nivel de ensayo; y

(e) comparar el nivel de control con el nivel de ensayo de IFN-y, donde un aumento en el nivel de ensayo de
expresion, actividad o ambas de IFN-y respecto al nivel de control indica que el régimen terapéutico es eficaz en
dicho paciente que lo necesita.

También se describe un método para inducir expresion condicional de una proteina que tiene la funcién de
interleuquina-12 (IL-12) en una célula dendritica que comprende: (1) administrar a un mamifero que lo necesita una
cantidad eficaz de una poblacién de las células dendriticas modificadas por ingenieria in vitro de la invencion; y (2)
administrar a dicho mamifero que lo necesita una cantidad eficaz de un ligando, que activa el factor de transcripcion
dependiente de ligando.

Con antelacién a la aplicacion clinica, se ampliaron los estudios previos realizados en un modelo de sarcoma CMS4
en ratones BALB/c y se observé que el suministro intratumoral de DC derivadas de médula ésea singénica pre-
infectadas con Ad.clL12 (expresién constitutiva), provocé un rechazo tumoral eficaz (Tatsumi et al., 2003). El
rechazo estaba asociado con la inmunidad sistémica mediada por células T CD8" contra tumores CMS4 (Tatsumi et
al., 2003). La invencién proporciona el uso de células dendriticas modificadas por ingenieria in vitro que comprenden
un vector para expresar de forma condicional una proteina que tiene la funcién delL-12 como se define en las
reivindicaciones.

Descripcion detallada de los dibujos

La FIG. 1 muestra la estructura del vector rAd.RheolL12 en que las regiones E1 y E3 se han delecionado y los
componentes del sistema terapéutico RheoSwitch® (RTS)-IL-12 remplazan la region E1. El recuadro marcado
"IL12" representa las secuencias codificantes IL-12p40 e IL-12p35 separadas por IRES.

Las FIG. 2A-2C muestran que las DC modificadas por ingenieria expresan de forma condicional la proteina IL-12
en presencia de RG-115830.

La FIG. 3A muestra que DC modificadas por ingenieria administradas en microentornos de tumor de melanoma
causas regresion tumoral cuando RG-115830 se inyecta por via intraperitoneal en ratones C57B1/6 que albergan
tumores subcutdneos B16 de 7 dias establecidos en 24 horas desde la inyeccion de DC. 3B-3C: la regresion
tumoral sucedié cuando RG-115830 se administr6 de los dias 1 a 5, pero no cuando se administré solamente en
los dias 1 a2 0 1 a 3 después de la inyeccién de DC.

La FIG. 4 muestra que DC modificadas por ingenieria muestran supervivencia prolongada en tumor y ganglio
linfatico de drenaje tumoral después de inyeccion intraperitoneal del ligando activador en 24 horas después de la
inyeccion de DC, mucha menos supervivencia y ausencia de supervivencia de DC por ligando a las 48 horas y
72 horas respectivamente.
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La FIG. 5A muestra que DC modificadas por ingenieria promueven una fuerte activacion periférica de células T
CD8" anti-B16 si el ligando activador se proporciona en 24 horas desde la inyeccidn de las DC modificadas por
ingenieria. La FIG. 5B muestra que todos los ratones curados previamente de su melanoma mostraron
proteccion especifica contra células tumorales B16 pero no contra células de carcinoma de colon MC38 cuando
se volvian a exponer animales sin tumor a células de melanoma B16 o células de carcinoma de colon MC38
relevantes en el dia 45 (después de la exposicién inicial a B16).

La FIG. 6 muestra el beneficio terapéutico inducido por la administracion de ligando por via intraperitoneal u oral.
La FIG. 7 muestra los diagramas de Kaplan-Meier de la supervivencia de ratones como resultado de inyeccion
intratumoral de glioma de ratéon (GL261) con células dendriticas transducidas con polinucleé6tidos que codifican
IL-12 y/o IFN-alfa bajo el control de RTS. Las abreviaturas en esta figura son las siguientes: Ad-IFNa es vector
adenoviral que expresa de forma constitutiva IFN-alfa; Ad-RTS-IFNa es vector adenoviral que codifica IFN-alfa
bajo el control de RTS; Ad-RTS-IFNa sin ligando es vector adenoviral que contiene RTS y IFN-alfa donde no
estaba presente ligando activador; Ad-IFNa/IL-12 corresponde a DC transducidas con vectores adenovirales que
codifican IFN-alfa e IL-12; y Ad-RTS-IFNa/IL-12 corresponde a DC transducidas con dos vectores adenovirales
que codifican IFN-alfa e IL-12 bajo el control de RTS.

La FIG. 8 muestra un mapa del vector adenoviral Ad-RTS-hIL-12.

La FIG. 9 muestra la produccién de IL-12 por células dendriticas humanas transducidas con vector adenoviral
Ad-RTS-mIL-12 a diferente MOI y duracion de adsorcion viral. La transduccion adenoviral de DC humanas de
diferente MOI y durante diferente tiempo de adsorcion viral mostré una transduccion eficaz de estas células por
adsorcién viral de 3 horas a MOI de 500. El farmaco activador ("AD" o "ligando activador") indujo expresién de IL-
12 en estas células dendriticas humanas transducidas.

La FIG. 10 muestra una comparacién de los efectos de diferentes vectores adenoviral que contienen IL-12. La
variante SP1-RheolL-12 fue la mas eficaz de las variantes que contienen Rheoswitch. Sp1-RbeolL-12 difiere de
oldRheolL-12 en que remplaza una estructura de vector AdEasy-1 con la estructura de vector RAPAd
(ViraQuest). Asimismo, TTR-RheolL-12 difiere de oldRheolL-12 en que contiene un promotor minimo TTR
cadena abajo de los sitios de uniéon Ga14, que remplaza el promotor minimo sintético y los sitios de unién Sp1, y
la estructura de vector es RAPAd (ViraQuest). Como la FIG. 10 ilustra, Sp1-RheolL-12 era comparable a
oldRheoEL-12 y mas eficaz que TTR-RheolL-12 en la reduccién del tamafio de tumor de melanoma B16.

La FIG. 11 muestra la ausencia de formacion de tumor de melanoma B16 después de re-exposicién de ratones
previamente tratados con células dendriticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch adenoviral
recombinante. Esto muestra que se prevenia el crecimiento de tumores de melanoma B16 durante hasta 25 dias
cuando los ratones inmunes a B16 se volvian a inocular 45 dias después de la primera inoculacién con células
B16. Se generaron células dendriticas murinas generadas a partir de médula ésea de ratones B6 por cultivo de 7
dias en medio completo (RPMI-1640, FBS al 10 %) que contenia rmIL-4 mas rmGM-CSF. Después se aislaron
células dendriticas CD11c positivas usando perlas MACS especificas segun el protocolo del fabricante (Miltenyi
Biotech) y se infectaron a MOI de 100 usando rAd.IL-12 (RheolL-12 frente a SP1 frente a TTR) durante 24 horas
antes de inyeccion de 10E6 DC en tumores de melanoma B16 s.c. de 9 dias establecidos (5 ratones por grupo,
tumor en el flanco derecho). Los ratones se trataron o no con inyecciones i.p. diarias del ligando activador RG-
115830 (30 mg/kg en 50 microlitros de DMSQO) en Ios dias 0-4 después de la inyeccién de DC. El tamano del
tumor se controlé cada 3-4 dias y se presenta en mm? como el producto de didmetros ortogonales. Para evaluar
la especificidad de la proteccion asociada a la terapia, todos los animales libre de tumor se re-expusieron a 10E5
células de melanoma B16 en el flanco izquierdo frente a células de carcinoma de colon MC38 en el flanco
derecho en el dia 45 después de la exposicién inicial a tumor B16. Se formaron tumores MC38 pero no se
formaron tumores B16.

La FIG. 12 muestra una comparacion entre las cantidades de células dendriticas inyectadas en el tumor B16
(10E5, 10ES6, 10E7) y la cantidad de tiempo de administracion de ligando (6 dias o 13 dias) y la regresion tumoral
resultante en el modelo de ratéon de tumor de melanoma B16. El ligando administrado diariamente durante 13
dias en combinacién con 10E7 células dendriticas fue mas eficaz en causar regresién tumoral sobre un periodo
de 25 dias.

La FIG. 13 muestra que la terapia descrita en este documento no estaba asociada con pérdida adversa en el
peso del animal debido a debilitacién. La debilitacion y pérdida de peso a menudo estan asociadas con altos
niveles de interferbn-gamma y TNF-alfa que se sabe que estan regulados positivamente en respuesta a IL-12.

La FIG. 14 muestra la ausencia de formacion de tumor de melanoma B16 después de re-exposicién de ratones
previamente tratados con células dendriticas que contienen IL-12 inducible por RheoSwitch® adenoviral
recombinante y ligando activador RG-115932. Se establecieron melanomas B16 s.c. durante 7 dias en los
flancos derechos de 5 ratones B6 singénicos. En el dia 7, se inyect6 por via intratumoral (i.t.) DC.SP1-IL- 12 (DC
derlvadas de médula ésea infectadas a una MOI de 100 usando el conmutador 6ptimo SP1) a dosis de 10°, 10° o
10”. RG-115932 se proporciond por inyeccion i.p. empezando en el dia de inyeccion de DC (y dlarlamente
después de ello durante 6 dias o 13 dias). Cada cohorte contenia 5 animales, con crecimiento tumoral controlado
cada 3-4 dias y presentando en tamano medio (mm cuadrados basado en producto de mediciones ortogonales).
También se evaluaron los pesos de los animales individuales en el momento de las mediciones del tumor (FIG.
13). Todos los animales que habia quedado libres de enfermedad por cualquier terapia se re-expusieron en el
dia 50 (después de la inoculacién inicial de tumor B16) con 10° células de melanoma B16 en el flanco opuesto
(flanco izquierdo) del tumor original y con 10° células de carcinoma de colon MC38 en el flanco derecho. El
crecimiento del tumor se control6 cada 3-4 dias y se compard frente al crecimiento observado en animales
virgenes (no tratados) (véase la FIG. 12). La FIG. 14 por lo tanto muestra que se prevenia el crecimiento de
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tumores de melanoma B16 durante hasta 24 dias cuando se volvia a inocular a ratones inmunes a B16 con
células B16. La FIG. 14 también ilustra que ratones virgenes a B16 no estaban protegidos de la formacion de
tumores, como con ratones inmunes a MC38 y ratones virgenes a MC38. MC38 es un carcinoma colon conocido
en la técnica. Esto demuestra la especificidad de inmunizacién causada por la inyeccién original en tumor B16 de
células dendriticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch® adenoviral recombinante.

La FIG. 15 muestra la expresién de IL-12 dependiente de dosis de farmaco activador (RG-115932) en células
dendriticas de ratén transducidas con Ad-RTS-mlL-12.

La FIG. 16 muestra la respuesta de activacion/desactivacion de la expresién de miL-12 a la presencia o ausencia
de RG-115932 en células HT1080 transducidas con Ad-RTS-mlL-12.

La FIG. 17 muestra que la respuesta de células T CD8" a la inmunizacién por inyeccion intratumoral de DC
transducidas con adenovirus en presencia o ausencia del farmaco activador (AD) corresponde con la respuesta
antitumoral.

La FIG. 18 muestra la induccion de IL-12 humana en DC humanas de tres voluntarios transducidos con el vector
adenoviral que codifica la IL-12 humana bajo el control de RTS.

Descripcion detallada de las secuencias

La SEC ID N2 1 es una secuencia de nucleétidos de longitud completa del gen p35 de IL-12 de ratén de tipo
silvestre.

La SEC ID N? 2 es una secuencia de nucleétidos de longitud completa del gen p40 de IL-12 de ratén de tipo
silvestre.

La SEC ID N? 3 es una secuencia de nucleétidos de longitud completa del gen p35 de IL-12 humana de tipo
silvestre.

La SEC ID N? 4 es una secuencia de nucleétidos de longitud completa del gen p40 de IL-12 humana de tipo
silvestre.

La SEC ID N2 5 es una secuencia polipeptidica de longitud completa de la proteina p35 de IL-12 de rat6n de tipo
silvestre.

La SEC ID N2 6 es una secuencia de aminoacidos de longitud completa de la proteina p40 de IL-12 de ratén de
tipo silvestre.

La SEC ID N° 7 es una secuencia de aminoacidos de longitud completa de la proteina p35 de IL-12 humana de
tipo silvestre.

La SEC ID N? 8 es una secuencia de aminoacidos de longitud completa de la proteina p40 de IL-12 humana de
tipo silvestre.

La SEC ID N2 9 es una secuencia de ADN de un elemento de respuesta a ecdisona encontrado en Drosophila.
La SEC ID N? 10 es una secuencia de ADN de un elemento de respuesta a ecdisona encontrado en Drosophila
melanogaster.

La SEC ID N2 11 es una secuencia de ADN de un elemento de respuesta a ecdisona encontrado en Drosophila
melanogaster.

La SEC ID N2 12 es el sitio de restriccion I-Scel en una enzima endonucleasa constitutiva (HE).

La SEC ID N® 13 es una secuencia de ADN de vector adenoviral que comprende la secuencia codificante de IL-
12 humana: Ad-RTS-hIL-12 (SP1-RheolL-12).

La secuencia de aminoacidos de interferdn alfa (IFN-alfa) esta disponible en bases de datos publicas con el nimero
de acceso AAAS2724.

Véase también Capon et al., Mol. Cell. Biol. 5, 768-779 (1985).
Descripcion detallada de la invencion

Salvo que se define de otro modo, todos los términos de técnica, anotaciones y otros términos cientificos o
terminologia usada en este documento pretenden tener los significados habitualmente comprendidos por los
especialistas en la técnica a la que pertenece esta invencion. En algunos casos, se definen términos con
significados comprendidos habitualmente por motivos de claridad y/o para una facil referencia y comprension, y no
debe interpretarse necesariamente que la inclusion de dichas definiciones en este documento indique una diferencia
sustancial sobre lo comprendido generalmente en la técnica. Las definiciones habitualmente comprendidas de
términos de biologia molecular y/o métodos y/o protocolos pueden encontrarse en Rieger et al., Glossary of
Genetics: Classical and Molecular, 52 edicién, Springer-Verlag: Nueva York, 1991; Lewin, Genes V, Oxford University
Press: Nueva York, 1994; Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (32 ed. 2001) y Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology (1994). Segun sea apropiado, los procedimientos que implican el uso de kits
y/o reactivos disponibles en el mercado generalmente se realizan de acuerdo con las directrices y/o protocolos y/o
parametros del fabricante salvo que se indique otra cosa.

El término "aislado" para los propositos de la invencién indica un material bioldgico (célula, acido nucleico o proteina)
que se ha retirado de su entorno original (el entorno en el que esta presente de forma natural). Por ejemplo, un
polinucleétido presente en el estado natural en una planta o un animal no esta aislado, sin embargo el mismo
polinucleétido separado de los acidos nucleicos adyacentes en que esta presente de forma natural, se considera
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"aislado."

El término "purificado", aplicado a materiales biolégicos no requiere que el material esté presente en una forma que
muestra pureza absoluta, exclusiva de la presencia de otros compuestos. En mas bien una definicién relativa.

"Acido nucleico", "molécula de 4cido nucleico", "oligonucledtido”, y "polinucleétido” se usan de forma intercambiable
y se refieren a la forma polimérica de éster de fosfato de ribonucledsidos (adenosina, guanosina, uridina o citidina;
"moléculas de ARN") o desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina, o desoxicitidina;
"moléculas de ADN"), o cualquier analogo fosfoéster de los mismos, tales como fosforotioatos y tioésteres, en forma
monocatenaria, o hélice bicatenaria. Son posibles hélices bicatenarias ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. La
expresion molécula de &cido nucleico, y en particular molécula de ADN o ARN, se refiere solamente a la estructura
primaria y secundaria de la molécula, y no se limita a ninguna forma terciaria particular. Por tanto, esta expresién
incluye ADN bicatenario encontrado, inter alia, en moléculas de ADN lineales o circulares (por ejemplo, fragmentos
de restriccion), plasmidos, ADN superenrollado y cromosomas. Al analizar la estructura de moléculas particulares de
ADN bicatenario, las secuencias pueden describirse en este documento de acuerdo con la convenciéon normal que
da la secuencia solamente en la direccion 5' a 3' a lo largo de la hebra no transcrita de ADN (es decir, la hebra que
tiene una secuencia homoéloga al ARNm). Una "molécula de ADN recombinante" es una molécula de ADN que ha
experimentado manipulacién por biologia molecular. EI ADN incluye, aunque sin limitacién, ADNc, ADN gendmico,
ADN plasmidico, ADN sintético, y ADN semi-sintético.

El término "fragmento", aplicado a secuencias polinucleotidicas, se refiere a una secuencia de nucleétidos de
longitud reducida respecto al acido nucleico de referencia y que comprende, sobre la parte comin, una secuencia de
nucleétidos idéntica al acido nucleico de referencia. Dicho fragmento de acido nucleico de acuerdo con la invencion
puede estar incluido, cuando sea apropiado, en un polinucle6tido méas grande del cual es un constituyente. Dichos
fragmentos comprenden, o como alternativa consisten en, oligonucleétidos que varian en longitud de al menos 6, 8,
9, 10, 12, 15, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 39, 40, 42, 45, 48, 50, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 70, 75, 78, 80, 90, 100,
105, 120, 135, 150, 200, 300, 500, 720, 900, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 0 mas nucleétidos consecutivos
de un acido nucleico de acuerdo con la invencion.

Como se usa en este documento, un "fragmento de &cido nucleico aislado" se refiere a un polimero de ARN o ADN
que es mono o bicatenario, que contiene opcionalmente bases nucleotidicas sintéticas, no naturales o alteradas. Un
fragmento de &cido nucleico aislado en forma de un polimero de ADN puede estar compuesto por uno o mas
segmentos de ADNc, ADN genémico o ADN sintético.

Un "gen" se refiere a un polinucleétido que comprende nucleétidos que codifican una molécula funcional, incluyendo
moléculas funcionales producidas por transcripcién solamente (por ejemplo, una especie de ARN bioactivo) o por
transcripcion y traduccion (por ejemplo, un polipéptido). El término "gen" abarca acidos nucleicos de ADNc y ADN
gendmico. "Gen" también se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa un ARN, proteina o polipéptido
especifico, incluyendo secuencias reguladoras que preceden (secuencias no codificantes 5') y siguen (secuencias
no codificantes 3') la secuencia codificante. "Gen nativo" se refiere a un gen encontrado en la naturaleza con sus
propias secuencias reguladoras. "Gen quimérico" se refiere a cualquier gen que no es un gen nativo, que
comprenden secuencias reguladoras y/o codificantes que no se encuentran juntas en la naturaleza. Por
consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes que se
obtienen de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma fuente,
pero dispuestas de un modo diferente al encontrado en la naturaleza. Un gen quimérico puede comprender
secuencias codificantes derivadas de diferentes fuentes y/o secuencias reguladoras derivadas de diferentes fuentes.
"Gen endogeno" se refiere a un gen nativo en su localizaciéon natural en el genoma de un organismo. Un gen
"foraneo” o gen "heterdlogo” se refiere a un gen no encontrado normalmente en el organismo hospedador, pero que
se introduce en el organismo hospedador por transferencia génica. Los genes foraneos pueden comprender genes
nativos insertados en un organismo no nativo, o genes quiméricos. Un "transgén" es un gen que se ha introducido en
el genoma mediante un procedimiento de transformacién. Por ejemplo, el gen de la interleuquina-12 (IL-12) codifica
la proteina IL-12. La IL-12 es un heterodimero de una subunidad de 35-kD (p35) y una subunidad de 40-kD (p40)
unidas a través de un enlace disulfuro para crear IL-12p70 completamente funcional. El gen de IL-12 codifica ambas
subunidades p35 y p40.

"ADN heterélogo” se refiere a ADN no localizado de forma natural en la célula, o en un sitio cromosomico de la
célula. ElI ADN heterélogo puede incluir un gen foraneo para la célula.

El término "genoma" incluye ADN o ARN cromosdmico asi como mitocondrial, cloroplastico y viral.

Una molécula de acido nucleico "puede hibridar" con otra molécula de acido nucleico, tal como un ADNc, ADN
gendmico, o ARN, cuando una forma monocatenaria de la molécula de &cido nucleico puede hibridar con la otra
molécula de acido nucleico en las condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iénica de la solucion. Las
condiciones de hibridacién y lavado son bien conocidas y se ejemplifican en Sambrook et al. en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda Ediciéon, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor (1989),
particularmente Capitulo 11 y Tabla 11.1 en el mismo. Las condiciones de temperatura y fuerza iénica determinan la
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"rigurosidad” de la hibridacion.

Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para seleccionar fragmentos moderadamente similares, tales como
secuencias homadlogas de organismos lejanamente relacionados, hasta fragmentos muy similares, tales como genes
que duplican enzimas funcionales de organismos muy relacionados. Para la seleccién preliminar de acidos nucleicos
homologos, pueden usarse condiciones de hibridaciéon de baja rigurosidad, correspondientes a una T, de 559, por
ejemplo, SSC 5X, SDS al 0,1 %, leche al 0,25 %, y ausencia de formamida; o formamida al 30 %, SSC 5X, SDS al
0,5 %. Las condiciones de hibridacién de rigurosidad moderada corresponden a una mayor Tn, por ejemplo,
formamida al 40 %, con SSC 5X o 6X. Las condiciones de hibridacion de alta rigurosidad corresponden a la mayor
Tm, por ejemplo, formamida al 50 %, SSC 5X o 6X.

La hibridacion requiere que los dos &cidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo
de la rigurosidad de la hibridacion, son posibles desapareamientos entre bases. El término "complementario” se usa
para describir la relacién entre bases nucleotidicas que son capaces de hibridar entre si. Por ejemplo, con respecto
al ADN, la adenosina es complementaria a timina y la citosina es complementaria a guanina. Por consiguiente, la
invencion también describe fragmentos de &cido nucleico aislados que son complementarios a las secuencias
completas descritas o usadas en este documento asi como aquellas secuencias de acido nucleico sustancialmente
similares.

Como se describe en este documento, los polinucleétidos se detectan empleando condiciones de hibridacion que
comprenden una etapa de hibridacion a T, de 55 °C y utilizando condiciones expuestas anteriormente. Como
alternativa la Trm es de 60 °C, 63 °C, o 65 °C.

Los lavados post-hibridacién también determinan las condiciones de rigurosidad. Una serie de condiciones usa una
serie de lavados partiendo con SSC 6X, SDS al 0,5 % a temperatura ambiente durante 15 minutos (min), después se
repite con SSC 2X, SDS al 0,5 % a 45 °C durante 30 min, y después se repite dos veces con SSC 0,2X, SDS al 0,5
% a 50 °C durante 30 min. Una serie preferida de condiciones rigurosas usa temperaturas mayores en que los
lavados son idénticos a los anteriores excepto por la temperatura de los dos lavados finales de 30 min en SSC 0,2X,
SDS al 0,5 % se aumentan hasta 60 °C. Otra serie preferida de condiciones altamente rigurosas usa dos lavados
finales en SSC 0,1X, SDS al 0,1 % a 65 °C.

La rigurosidad apropiada para hibridar acidos nucleicos depende de la longitud de los acidos nucleicos y el grado de
complementacion, variables bien conocidas en la técnica. Cuando mayor sea el grado de similitud u homologia entre
dos secuencias de nuclebtidos, mayor sera el valor de Ty para hibridos de acidos nucleicos que tienen esas
secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a mayor Tr) de hibridaciones de &acidos nucleicos disminuye en
el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para hibridos de mas de 100 nucleétidos de longitud, se han
derivado ecuaciones para calcular la T, (véase Sambrook et al., supra, 9,50-0,51). Para la hibridacion con &cidos
nucleicos mas cortos, es decir, oligonucleottidos, la posicion de los desapareamientos se vuelve mas importante, y la
longitud del oligonucle6tido determina su especificidad (véase Sambrook et al., supra, 11,7-11,8).

Como se describe en este documento, los polinucleétidos se detectan empleando condiciones de hibridacion que
comprenden una etapa de hibridacién en menos de 500 mM de sal y al menos 37 °C, y una etapa de lavado en
SSPE 2X a una temperatura de al menos 63 °C. Como alternativa, las condiciones de hibridacion comprenden
menos de 200 mM de sal y al menos 37 °C para la etapa de hibridacién. Como alternativa, las condiciones de
hibridacion comprenden SSPE 2X y 63 °C tanto para la etapa de hibridacion como la de lavado.

Como se describe en este documento, la longitud de un acido nucleico que puede hibridar es de al menos
aproximadamente 10 nucledtidos. Preferiblemente una longitud minima para un acido nucleico que puede hibridar es
de al menos aproximadamente 15 nucledtidos; por ejemplo, al menos aproximadamente 20 nucledétidos; por ejemplo,
al menos 30 nucleétidos. Ademas, los especialistas en la técnica reconoceran que la temperatura y la concentracion
salina de la solucion de lavado pueden ajustarse segun lo necesario de acuerdo con factores tales como la longitud
de la sonda.

El término "sonda" se refiere a una molécula de acido nucleico monocatenaria que puede aparear con un acido
nucleico diana monocatenario complementario para formar una molécula bicatenaria.

Como se usa en este documento, el término "oligonucleétido" se refiere a un acido nucleico corto que puede hibridar
con una molécula de ADN gendmico, una molécula de ADNc, un ADN plasmidico o una molécula de ARNm. Los
oligonucledtidos pueden marcarse, por ejemplo, con **P-nucledtidos o nucledtidos a los que se ha conjugado
covalentemente un marcador, tal como biotina. Un oligonucle6tido marcado puede usarse como sonda para detectar
la presencia de un acido nucleico. Los oligonucleétidos (uno o ambos cuales pueden estar marcados) pueden
usarse como cebadores de PCR, para clonar la longitud completa o un fragmento de un acido nucleico, para
secuenciacion de ADN, o para detectar la presencia de un acido nucleico. Un oligonucleétido también puede usarse
para formar una triple hélice con una molécula de ADN. Generalmente, los oligonucleétidos se preparan de forma
sintética, preferiblemente en un sintetizador de acidos nucleicos. Por consiguiente, los oligonucle6tidos pueden
prepararse con enlaces analogos de fosfoéster de origen no natural, tales como enlaces tioéster, etc.
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Un "cebador" se refiere a un oligonucledtido que hibrida con una secuencia de acido nucleico diana para crear una
region de &cido nucleico bicatenario que puede servir como punto de inicio para la sintesis de ADN en condiciones
adecuadas de sintesis. Dichos cebadores pueden usarse en una reaccion en cadena de la polimerasa o para la
secuenciaciéon de ADN.

La "reaccion en cadena de la polimerasa" se abrevia PCR y se refiere a un método in vitro para amplificar
enzimaticamente secuencias especificas de &cido nucleico. La PCR implica una serie repetitiva de ciclos de
temperatura comprendiendo cada ciclo tres fases: desnaturalizacion del acido nucleico molde para separar las
hebras de la molécula diana, hibridacion de un cebador oligonucleotidico de PCR monocatenario con el acido
nucleico molde, y extension del cebador o cebadores hibridados por ADN polimerasa. La PCR proporciona un medio
para detectar la presencia de una molécula diana y, en condiciones cuantitativas o semi-cuantitativas, para
determinar la cantidad relativa de esa molécula diana dentro de la combinacién de partida de &cidos nucleicos.

La "reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa" se abrevia RT-PCR y se refiere a un método in
vitro para producir enzimaticamente una molécula o moléculas diana de ADNc a partir de una molécula o moléculas
de ARN, seguido de amplificacion enzimatica de una secuencia o secuencias especificas de acido nucleico dentro
de la molécula o moléculas diana de ADNc como se ha descrito anteriormente. La RT-PCR también proporciona un
medio para detectar la presencia de la molécula diana y, en condiciones cuantitativas o semi-cuantitativas, para
determinar la cantidad relativa de la molécula diana dentro de la combinacion de partida de acidos nucleicos.

Una "secuencia codificante" de ADN se refiere a una secuencia de ADN bicatenaria que codifica un polipéptido y
puede transcribirse y traducirse en un polipéptido en una célula in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control de
secuencias reguladoras adecuadas. "Secuencias reguladoras adecuadas" se refiere a secuencias de nucleétidos
localizadas cadena arriba (secuencias no codificantes 5'), dentro, o cadena abajo (secuencias no codificantes 3') de
una secuencia codificante, y que influyen en la transcripcién, procesamiento o estabilidad del ARN, o traduccion de
la secuencia codificante asociada. Las secuencias reguladoras pueden incluir promotores, secuencias lider de la
transcripcion, intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilacion, sitios de procesamiento de ARN, sitios de
unién de efectores y estructuras tronco-bucle. Los limites de la secuencia codificante se determinan mediante un
codoén de inicio en el extremo 5' (amino) y un codon de parada de la traduccién en el extremo 3' (carboxilo). Una
secuencia codificante puede incluir, aunque sin limitacién, secuencias procariotas, ADNc de ARNm, secuencias de
ADN genoémico, e incluso secuencias de ADN sintético. Si la secuencia codificante esta pretendida para su
expresion en una célula eucariota, una sefial de poliadenilaciéon y secuencia de terminacion de la transcripcion
estaran habitualmente localizadas 3' a la secuencia codificante.

"Fase de lectura abierta" se abrevia ORF y se refiere a una longitud de secuencia de &cido nucleico, ya sea ADN,
ADNc o ARN, que comprenden una sefial de inicio de la traduccién o codon de inicio, tal como un ATG o AUG, y un
coddn de terminacién y puede traducirse potencialmente en una secuencia polipeptidica.

La expresion "cabeza con cabeza" se usa en este documento para describir la orientacion de dos secuencias
polinucleotidicas en relacién entre si. Dos polinucleétidos se posicionan en una orientacién cabeza con cabeza
cuando el extremo 5' de la hebra codificante de un polinucleétido estd adyacente al extremo 5' de la hebra
codificante del otro polinucleétido, mediante lo cual la direccion de transcripcién de cada polinucleétido avanza
desde el extremo 5' del otro polinucleétido. La expresién "cabeza con cabeza" puede abreviarse (5')-con-(5') y puede
también indicarse por los simbolos (« —) o0 (3'«5'5'>3").

La expresion "cola con cola" se usa en este documento para describir la orientacion de dos secuencias
polinuclectidicas en relacién entre si. Dos polinucleétidos se posicionan en una orientacién cola con cola cuando el
extremo 3' de la hebra codificante de un polinucleétido esta adyacente al extremo 3' de la hebra codificante del otro
polinucleétido, mediante lo cual la direccion de transcripcion de cada polinucleétido avanza hacia el otro
polinucledtido. La expresién "cola con cola" puede abreviarse (3')-con-(3') y también puede indicarse por los
simbolos (— «) 0 (5'>3'3'«-5").

La expresion "cabeza con cola" se usa en este documento para describir la orientacion de dos secuencias
polinucleotidicas en relacion entre si. Dos polinucle6tidos se posicionan en una orientacién cabeza con cola cuando
el extremo 5' de la hebra codificante de un polinucleétido esta adyacente al extremo 3' de la hebra codificante del
otro polinucleotido, mediante lo cual la direccién de transcripcion de cada avanza en la misma direccién que la del
otro polinucleétido. La expresién "cabeza con cola" puede abreviarse (5')-con-(3') y también puede indicarse por los
simbolos (— —) 0 (5'>3'5'>3").

El término "cadena abajo" se refiere a una secuencia de nucleétidos que esta localizada 3' a una secuencia de
nucleétidos de referencia. En particular, las secuencias de nucleétidos cadena abajo generalmente se refieren a
secuencias que siguen al punto de inicio de la transcripcién. Por ejemplo, el coddn de inicio de la traduccién de un
gen esta localizado cadena abajo del sitio de inicio de la transcripcion.

El término "cadena arriba" se refiere a una secuencia de nucleétidos que esta localizada 5' a una secuencia de
nucle6tidos de referencia. En particular, las secuencias de nucleétidos cadena arriba generalmente se refieren
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secuencias que estan localizadas en el lado 5' de una secuencia codificante o punto de inicio de la transcripcion. Por
ejemplo, la mayoria de los promotores estan localizados cadena arriba del sitio de inicio de la transcripcién.

Las expresiones "endonucleasa de restriccién" y "enzima de restriccién" se usan de forma intercambiable y se
refieren a enzimas que se unen y cortan dentro de una secuencia especifica de nucleétidos dentro de ADN
bicatenario.

"Recombinaciéon homoéloga" se refiere a la insercion de una secuencia foranea de ADN en otra molécula de ADN, por
ejemplo, insercién de un vector en un cromosoma. Preferiblemente, el vector esta dirigido a un sitio cromosémico
especifico para recombinacién homdloga. Para recombinaciéon homéloga especifica, el vector contendra regiones
suficientemente largas de homologia con secuencias del cromosoma para permitir la union complementaria e
incorporacion del vector en el cromosoma. Regiones mas largas de homologia, y grados mayores de similitud de
secuencia, pueden aumentar la eficacia de recombinacion homéloga.

Pueden usarse varios métodos conocidos en la técnica para propagar un polinucleétido Una vez establecido un
sistema hospedador adecuado y las condiciones de crecimiento, los vectores de expresion recombinante pueden
propagarse y prepararse en cantidad. Como se describe en este documento, los vectores de expresién que pueden
usarse incluyen, aunque sin limitacion, los siguientes vectores o sus derivados: virus humanos o animales tales
como virus vaccinia o adenovirus; virus de insecto tales como baculovirus; vectores de levadura; vectores
bacteriéfagos (por ejemplo, lambda), y vectores de ADN plasmidicos y césmidos, por nombrar unos pocos.

Un "vector" se refiere a cualquier vehiculo para la clonacion de y/o transferencia de un acido nucleico en una célula
hospedadora. Un vector puede ser un replicén al cual puede unirse otro segmento de ADN para conseguir la
replicacién del segmento unido. Un "replicon" se refiere a cualquier elemento genético (por ejemplo, plasmido, fago,
coésmido, cromosoma, virus) que funciona como unidad auténoma de replicacion de ADN in vivo, es decir, con
capacidad de replicacion bajo su propio control. El término "vector" incluye tanto vehiculos viral como no virales para
introducir el acido nucleico en una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Puede usarse una gran cantidad de vectores
conocidos en la técnica para manipular acido nucleicos, incorporar elementos de respuesta y promotores en genes,
efc. Los posibles vectores incluyen, por ejemplo, plasmidos o virus modificados incluyendo, por ejemplo
bacteriofagos tales como derivados de lambda, o plasmidos tales como pBR322 o derivados del plasmido pUC, o el
vector Bluescript. Otro ejemplo de vectores que son Utiles en la invencion es el sistema de produccion UltraVector™
(Intrexon Corp., Blacksburg, VA) como se describe en el documento WO 2007/038276. Por ejemplo, la insercién de
los fragmentos de ADN correspondientes a elementos de respuesta y promotores en un vector adecuado puede
realizarse ligando los fragmentos apropiados de ADN en un vector elegido que tiene extremos cohesivos
complementarios. Como alternativa, los extremos de las moléculas de ADN pueden modificarse enzimaticamente o
puede producirse cualquier sitio ligando secuencias de nucleétidos (enlazadores) en los extremos del ADN. Dichos
vectores pueden modificarse por ingenieria para que contengan genes marcadores de seleccién que proporcionan
seleccién de células que ha incorporado el marcador en el genoma celular. Dichos marcadores permiten la
identificacion y/o seleccién de células hospedadoras que incorporar y expresan las proteinas codificadas por el
marcador.

Se han usado vectores virales, y particularmente vectores retrovirales, en una amplia diversidad de aplicaciones de
suministro de genes en células, asi como sujetos animales vivos. Los vectores virales que pueden usarse incluyen,
aunque sin limitacién, vectores de retrovirus, virus adeno-asociado, poxvirus, baculovirus, vaccinia, virus del herpes
simple, Epstein-Barr, adenovirus, geminivirus, y caulimovirus. Los vectores no virales incluyen plasmidos, liposomas,
lipidos cargados eléctricamente (citofectinas), complejos ADN-proteina, y biopolimeros. Ademas de un acido
nucleico, un vector también puede comprender una o mas regiones reguladoras, y/o marcadores de seleccion Utiles
en la seleccion, medicion, y control de los resultados de transferencia del acido nucleico (transferencia a cuales de
los tejidos, duracion de expresion, etc.).

El término "plasmido” se refiere a un elemento extra-cromosémico que porta a menudo un gen que no es parte del
metabolismo central de la célula, y habitualmente en forma de moléculas circulares de ADN bicatenario. Dichos
elementos pueden ser secuencias de replicacion autdbnoma, secuencias de integracion en el genoma, secuencias de
fago o nucleotidos, ADN o ARN mono o bicatenario lineal, circular, o superenrollado, derivado de cualquier fuente,
en que varias secuencias de nucledtidos se han unido o recombinado en una Unica construccion que es capaz de
introducir un fragmento promotor y secuencia de ADN para un producto génico seleccionado junto con secuencia
apropiada no traducida 3' en una célula.

Un "vector de clonacion” se refiere a un "replicon”, que es una longitud unitaria de un &cido nucleico, preferiblemente
ADN, que se replica secuencialmente y que comprende un origen de replicacion, tal como un plasmido, fago o
coésmido, al que puede unirse otro segmento de acido nucleico para conseguir la replicacion del segmento unido. Los
vectores de clonacién pueden tener capacidad de replicacién en un tipo celular y de expresién en otro ("vector
lanzadera"). Los vectores de clonacion pueden comprender una o mas secuencias que pueden usarse para la
seleccién de células que comprenden el vector y/o uno o mas sitios de clonacién miltiple para la insercion de
secuencias de interés.
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El término "vector de expresion” se refiere a un vector, plasmido o vehiculo disefiado para posibilitar la expresion de
una secuencia insertada de &cido nucleico después de su transformacién en el hospedador. El gen clonado, es
decir, la secuencia insertada de acido nucleico, habitualmente se coloca bajo el control de elementos de control tales
como un promotor, un promotor minimo, un potenciador, o similares. Las regiones de control del inicio o promotores,
que son Utiles para dirigir la expresion de un acido nucleico en la célula hospedadora deseada son numerosos y
familiares para los especialistas en la técnica. Puede usarse casi cualquier promotor capaz de dirigir la expresion de
estos genes en un vector de expresion, incluyendo aunque sin limitacién, promotores virales, promotores
bacterianos, promotores animales, promotores de mamifero, promotores sintéticos, promotores constitutivos,
promotores especificos de tejido, promotores relacionados con patogénesis o enfermedad, promotores especificos
del desarrollo, promotores inducibles, promotores regulados por la luz; CYC1, HIS3, GAL1, GAL4, GAL10, ADH1,
PGK, PHO5, GAPDH, ADC1, TRPI, URA3, LEU2, ENO, TPI, promotores de fosfatasa alcalina (utiles para la
expresion en Saccharomyces); promotor AOXI/ (Gtil para la expresion en Pichia); promotores de B-lactamasa, /ac,
ara, tet, trp, IP., IPr, T7, tac, y trc (Utiles para la expresion en Escherichia coli); del virus del mosaico de la coliflor
35S regulado por la luz, especifico de semillas, especifico de polen, especifico de ovario, minimo de CMV 35S, virus
del mosaico de la vena de la yuca (CsVMV), de proteina de union a clorofila a/b, ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa,
especifico de brotes, especifico de raices, quitinasa, inducible por estrés, virus baciliforme del tungro del arroz,
super-promotor de plantas, de leucina aminopeptidasa de patata, de nitrato reductasa, manopina sintasa, nopalina
sintasa, ubiquitina, proteina zeina, y promotores de antocianina (Utiles para la expresion en células vegetales);
promotores animales y de mamifero conocidos en la técnica incluyendo, aunque sin limitacion, la regién promotora
temprana de SV40 (SV40e), el promotor contenido en la repeticion terminal larga 3' (LTR) del virus del sarcoma de
Rous (RSV), los promotores del E1A o promotor tardio principal (MLP) de genes de adenovirus (Ad), el promotor
temprano de citomegalovirus (CMV), el promotor de la timidina quinasa (TK) del virus del herpes simple (HSV), un
promotor IE1 de baculovirus, un promotor del factor de elongacién 1 alfa (EF1), un promotor de fosfoglicerato
quinasa (PGK), un promotor de ubiquitina (Ubc), un promotor de albumina, las secuencias reguladoras del promotor
de la metalotioneina-L de ratén y regiones de control transcripcional, los promotores ubicuos (HPRT, vimentina, o-
actina, tubulina y similares), los promotores de los filamentos intermedios (desmina, neurofilamentos, queratina,
GFAP, y similares), los promotores de genes terapéuticos (de MDR, CFTR o tipo factor VIII, y similares), promotores
relacionados con patogénesis o enfermedad, y promotores que muestran especificidad de tejido y se han utilizado
en animales transgénicos, tales como la region de control del gen de la elastasa | que es activa en células acinares
pancredticas; region de control del gen de la insulina activa en células beta pancreaticas, regién de control del gen
de inmunoglobulina activa en células linfoides, regién de control del virus del tumor mamario en raton activa en
células testiculares, de mama, linfoides y mastocitos; regiones de control del gen de la albumina, Apo Al y Apo All
activas en higado, regién de control del gen de la alfa-fetoproteina activa en higado, regién de control del gen de la
alfa 1-antitripsina activa en el higado, regién de control del gen de la beta-globina activa en células mieloides, regién
de control del gen de la proteina basica mielina activa en células oligodendrocitos en el cerebro, regién de control del
gen de la cadena-2 ligera de miosina activa en musculo esquelético, y region de control del gen de la hormona
liberadora gonadotrépica activa en el hipotalamo, promotor de la piruvato quinasa, promotor de la villina, promotor de
la proteina intestinal de unién a acido graso, promotor de la a-actina de células de musculo liso, y similares.
Ademas, estas secuencias de expresion pueden modificarse mediante la adicion de potenciadores o secuencias
reguladoras y similares.

Los vectores pueden introducirse en las células hospedadoras deseadas por métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, transfeccién, electroporacion, microinyeccion, transduccién, fusién celular, DEAE dextrano, precipitacion
con fosfato de calcio, lipofeccion (fusion de lisosomas), uso de una pistola génica, o un transportador de vector de
ADN (véase, por ejemplo, Wu et al., J. Biol. Chem. 267:963 (1992); Wu et al., J. Biol. Chem. 263:14621 (1988); y
Hartmut et al., solicitud de patente canadiense N° 2.012.311).

Un polinucleétido también puede introducirse in vivo por lipofeccién. Durante la pasada década ha ido creciendo el
uso de liposomas para la encapsulacién y transfeccion de acidos nucleicos in vitro. Pueden usarse lipidos cationicos
sintéticos disefiados para limitar las dificultades y peligros encontrados con la transfeccion mediada por liposomas
para preparar liposomas para la transfeccion in vivo de un gen que codifica un marcador (Felgner et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 84:7413 (1987); Mackey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8027 (1988); y Ulmer et al., Science
259:1745 (1993)). El uso de lipidos catidnicos puede promover la encapsulacién de &cidos nucleicos cargados
negativamente, y también promover la fusibn con membranas celulares cargadas negativamente (Felgner et al.,
Science 337:387 (1989)). Los compuestos y composiciones lipidicos particularmente Utiles para la transferencia de
acidos nucleicos se describen en los documentos W095/18863, W096/17823 y U.S. 5.459.127. El uso de
lipofeccion para introducir genes exdgenos en los érganos especificos in vivo tiene ciertas ventajas practicas. El
direccionamiento molecular de liposomas a células especificas representa un area de beneficio. Esta claro que el
direccionamiento de la transfeccién a tipos celulares particulares se preferiria particularmente en un tejido con
heterogeneidad celular, tal como pancreas, higado, rifidén, y cerebro. Los lipidos pueden acoplarse quimicamente a
otras moléculas con fines de direccionamiento (Mackey et al. 1988, supra). Los péptidos diana, por ejemplo,
hormonas o neurotransmisores, y proteinas tales como anticuerpos, o moléculas no peptidicas podrian acoplarse a
liposomas quimicamente.

Otras moléculas también son Utiles para facilitar la transfeccidén de un &cido nucleico in vivo, tal como un oligopéptido
cationico (por ejemplo, documento W(095/21931), péptidos derivados de proteinas de unién a ADN (por ejemplo,
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documento W096/25508), o un polimero catiénico (por ejemplo, documento W095/21931).

También es posible introducir un vector in vivo como plasmido de ADN desnudo (véanse las patentes de Estados
Unidos N 5.693.622, 5.589.466 y 5.580.859). También pueden usarse enfoques de suministro de ADN mediado por
receptor (Curiel et al., Hum. Gene Ther. 3:147 (1992); y Wu et al., J. Biol. Chem. 262:4429 (1987)).

El término "transfeccion” se refiere a la captacion de ARN o ADN exdgeno o heterdlogo por una célula. Una célula se
ha "transfectado" por ARN o ADN exdégeno o heter6logo cuando dicho ARN o ADN se ha introducido dentro de la
célula. Una célula se ha "transformado" por ARN o ADN exdgeno o heter6logo cuando el ARN o ADN transfectado
realiza un cambio fenotipico. EI ARN o ADN transformante puede integrarse (unirse covalentemente) en el ADN
cromosomico que compone el genoma de la célula.

"Transformacion" se refiere a la transferencia de un fragmento de &cido nucleico en el genoma de un organismo
hospedador, que provoca herencia genéticamente estable. Los organismos hospedadores que contienen los
fragmentos transformados de acido nucleico se mencionan como organismos "transgénicos" o "recombinantes" o
"transformados".

Ademas, el vector recombinante que comprende un polinucleétido como se describe en este documento puede
incluir uno 0 mas origenes para la replicaciéon en los hospedadores celulares en que se busca su amplificacion o su
expresion, marcadores o marcadores de seleccion.

El término "marcador de seleccién" se refiere a un factor de identificacion, habitualmente un gen de resistencia a
antibiético o agente quimico, que es capaz de seleccionarse basado en efecto del gen marcador, es decir,
resistencia a un antibidtico, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores
fluorescentes, y similares, donde el efecto se usa para rastrear la herencia de un acido nucleico de interés y/o para
identificar una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de interés. Ejemplos de genes marcadores de
seleccién conocidos y usados en la técnica incluyen: genes que proporcionan resistencia a ampicilina,
estreptomicina, gentamicina, kanamicina, higromicina, herbicida bialaphos, sulfonamida, y similares; y genes que se
usan como marcadores fenotipicos, es decir, genes reguladores de antocianina, gen de isopentanil transferasa, y
similares.

El término "gen informador" se refiere a un acido nucleico que codifica un factor de identificacion que se puede
identificar basandose en el efecto del gen informador, donde el efecto se usa para rastrear la herencia de un acido
nucleico de interés, para identificar una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de interés, y/o para
medir la induccién de expresién génica o transcripcion. Ejemplos de genes informadores conocidos y usados en la
técnica incluyen: luciferasa (Luc), proteina fluorescente verde (GFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), B-
galactosidasa (LacZ), B-glucuronidasa (Gus), y similares. Los genes marcadores de seleccion también pueden
considerarse genes informadores.

"Promotor" y "secuencia promotora" se usan de forma intercambiable y se refieren a una secuencia de ADN capaz
de controlar la expresién de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante esta
localizada 3' a una secuencia promotora. Los promotores pueden obtenerse en su totalidad de un gen nativo, o
pueden estar compuestos por diferentes elementos derivados de diferentes promotores encontrados en la
naturaleza, o incluso comprender segmentos de ADN sintético. Los especialistas en la técnica entienden que
diferentes promotores pueden dirigir la expresion de un gene en diferentes tejidos o tipos celulares, o en diferentes
fases de desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales o fisioldgicas. Los promotores que causan
que un gen se exprese en la mayoria de tipos celulares la mayor parte del tiempo se mencionan cominmente como
"promotores constitutivos”". Los promotores que causan que un gen se exprese en un tipo celular especifico se
mencionan comdnmente como "promotores especificos de célula" o "promotores especificos de tejido". Los
promotores que causan que un gen se exprese en una fase especifica de desarrollo o diferenciacién celular se
mencionan cominmente como "promotores especificos del desarrollo" o "promotores especificos de diferenciacion
celular". Los promotores que se inducen y causan que un gen se exprese después de exposicion o tratamiento de la
célula con un agente, molécula biolégica, agente quimico, ligando, luz, o similares que induce a ese promotor se
mencionan comunmente como "promotores inducibles" o "promotores regulables". Se reconocera adicionalmente
que como en la mayoria de los casos los limites exactos de las secuencias reguladoras no se han definido
completamente, fragmentos de ADN de diferentes longitudes pueden tener actividad promotora idéntica.

La secuencia promotora esta normalmente limitada en su extremo 3' por el sitio de inicio de la transcripcion y se
extiende cadena arriba (direccion 5') para incluir la cantidad minima de bases o elementos necesarios para iniciar la
transcripcion a niveles detectable por encima de los de fondo. Dentro de la secuencia promotora se encontrara un
sitio de inicio de la transcripcion (convenientemente definido por ejemplo, por mapeo con nucleasa S1), asi como
dominios de unién a proteina (secuencias consenso) responsables de la unién de la ARN polimerasa.

Una secuencia codificante esta "bajo el control" de secuencias de control de la transcripcién y la traduccién en una

célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificante en ARNm, que después sufre corte y ayuste de
trans-ARN (si la secuencia codificante contiene intrones) y se traduce en la proteina codificada por la secuencia
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codificante.

"Secuencias de control de la transcripcion y la traduccién" se refiere a secuencias reguladoras de ADN, tales como
promotores, potenciadores, terminadores, y similares, que proporcionan la expresién de una secuencia codificante
en una célula hospedadora. En células eucariotas, las sefiales de poliadenilacién son secuencias de control.

El término "elemento de respuesta” se refiere a uno o mas elementos de ADN de accidén en cis que confieren
sensibilidad en un promotor mediada a través de la interaccion con los dominios de unién a ADN de un factor de
transcripcion. Este elemento de ADN puede ser palindromico (perfecto o imperfecto) en su secuencia o puede estar
compuesto por motivos de secuencia 0 semi-sitios separados por una cantidad variable de nucleétidos. Los semi-
sitios pueden ser similares o idénticos y pueden estar dispuestos como repeticiones directas o invertidas o como un
Unico semi-sitio o0 multimeros de semi-sitios adyacentes en tandem. El elemento de respuesta puede comprender un
promotor minimo aislado de diferentes organismos dependiendo de la naturaleza de la célula u organismo en que se
incorporara el elemento de respuesta. El dominio de unién a ADN del factor de transcripcién se une, en presencia o
ausencia de un ligando, a la secuencia de ADN de un elemento de respuesta para iniciar o suprimir la transcripcién
de uno o0 méas genes cadena abajo bajo la regulacion de este elemento de respuesta. Ejemplos de secuencias de
ADN para elementos de respuesta del receptor de ecdisona natural incluyen: RRGG/TTCANTGAC/ACYY (SEC ID
Ne 9) (véase Cherbas et. al., Genes Dev. 5:120 (1991)); AGGTCAN(,)AGGTCA, donde N(,) puede ser uno o mas
nucleétidos espaciadores (SEC ID N¢ 10) (véase D'Avino et al., Mol. Cell. Endocrinol. 113:1 (1995)); y
GGGTTGAATGAATTT (SEC ID N2 11) (véase Antoniewski et al., Mol. Cell Biol. 14:4465 (1994)).

La expresion "unido de forma funcional" se refiere a la asociacién de secuencias de acido nucleico en un Unico
fragmento de acido nucleico de modo que la funcién de una esté afectada por la otra. Por ejemplo, un promotor esta
unido de forma funcional con una secuencia codificante cuando es capaz de afectar a la expresion de esa secuencia
codificante (es decir, que la secuencia codificante esta bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias
codificantes pueden unirse de forma funcional a secuencias reguladoras en orientacion con sentido o antisentido.

El término "expresién" como se usa en este documento se refiere a la transcripcién y acumulacion estable de ARN
con sentido (ARNm) o antisentido derivado de un acido nucleico o polinucleétido. Expresién también puede hacer
referencia a la traduccion de ARNm en una proteina o polipéptido.

Las expresiones "casete", "casete de expresion" y "casete de expresion génica" se refieren a un segmento de ADN
que puede insertarse en un &cido nucleico o polinucleétido en sitios especificos de restriccion o por recombinacion
homologa. El segmento de ADN comprende un polinucleé6tido que codifica un polipéptido de interés, y el casete y los
sitios de restriccién se disefian para asegurar la insercién del casete en la fase de lectura apropiada para su
transcripcion y traduccion. "Casete de transformacion” se refiere a un vector especifico que comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido de interés y que tiene elementos ademas del polinucleétido que facilitan la
transformacién de una célula hospedadora particular. Los casetes, casetes de expresion, casetes de expresion
génica y casetes de transformacion de la invencién también pueden comprender elementos que permiten la
expresion potenciada de un polinucle6tido que codifica un polipéptido de interés en una célula hospedadora. Estos
elementos pueden incluir, aunque sin limitacién: un promotor, un promotor minimo, un potenciador, un elemento de
respuesta, una secuencia terminadora, una secuencia de poliadenilacion, y similares.

Como se usa en este documento, la expresion "conmutador génico" se refiere a la combinacién de un elemento de
respuesta asociado con un promotor, y un sistema basado en factor de transcripcion dependiente de ligando que, en
presencia de uno o mas ligandos, modula la expresion de un gen en que el elemento de respuesta y el promotor
estan incorporados. La expresién "un polinucleétido que codifica un conmutador génico" se refiere a la combinacién
de un elemento de respuesta asociado con un promotor, y un polinucleétido que codifica un sistema basado en
factor de transcripcién dependiente de ligando que, en presencia de uno 0 mas ligandos, modula la expresion de un
gen en que el elemento de respuesta y el promotor estan incorporados.

La expresion "basado en receptor de ecdisona”, con respecto a un conmutador génico, se refiere a un conmutador
génico que comprende al menos una parte funcional de un dominio de unién a ligando del receptor de ecdisona de
origen natural o sintético y que regula la expresion génica en respuesta a un ligando que se une al dominio de unién
a ligando del receptor de ecdisona. Ejemplos de sistemas sensibles a ecdisona se describen en las patentes de
Estados Unidos N° 7.091.038 y 6.258.603. En una realizacion, el sistema es el sistema terapéutico RheoSwitch®
(RTS), que contiene dos proteinas de fusién, los dominios DEF de un receptor de ecdisona mutagenizado (EcR)
fusionado con un dominio de uniéon a ADN Gal4 y los dominios EF de un RXR quimérico fusionado con un dominio
de activacion de la transcripcién VP16, expresados bajo un promotor constitutivo como se ilustra en la en FIG. 1.

Los términos "modular" y "modula" significan inducir, reducir o inhibir la expresion de acido nucleico o génica,
provocando la respectiva induccion, reduccion o inhibicion de la produccion de proteina o polipéptido.

Los polinucleétidos o vectores descritos en este documento pueden comprender adicionalmente al menos un
promotor adecuado para dirigir la expresion de un gen en una célula hospedadora.
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Los potenciadores que pueden usarse en este documento incluyen aunque sin limitacion: un potenciador de SV40,
un potenciador de citomegalovirus (CMV), un potenciador del factor de elongacion 1 (EF1), potenciadores de
levadura, potenciadores de genes virales, y similares.

Las regiones de control de la terminacion, es decir, el terminador o secuencias de poliadenilacion, también pueden
obtenerse de diversos genes nativos para los hospedadores preferidos. Opcionalmente, un sitio de terminacién
puede ser innecesario, sin embargo, es mas preferido incluirlo.

La regién de control de la terminacion puede estar compuesta o puede obtenerse a partir de una secuencia sintética,
sefal de poliadenilaciéon sintética, una sefal de poliadenilacion tardia de SV40, una senal de poliadenilacién de
SV40, una sefial de poliadenilacién de hormona de crecimiento bovina (BGH), secuencias terminadoras virales, o
similares.

Las expresiones "secuencias no codificantes 3" o "regién no traducida 3' (UTR)" se refieren a secuencias de ADN
localizadas cadena abajo (3') de una secuencia codificante y pueden comprender secuencias de reconocimiento de
poliadenilacién [poli(A)] y otras secuencias que codifican sefiales reguladoras capaces de afectar al procesamiento
del ARNm o la expresion génica. La sefal de poliadenilacion se caracteriza habitualmente porque afecta a la adicion
de extensiones de acido poliadenilico al extremo 3' del precursor de ARNm.

"Region reguladora " se refiere a una secuencia de acido nucleico que regula la expresion de una segunda
secuencia de acido nucleico. Una region reguladora puede incluir secuencias que son responsables de forma natural
de expresar un acido nucleico particular (una regién homéloga) o pueden incluir secuencias de un origen diferente
que son responsables de expresar diferentes proteinas o incluso proteinas sintéticas (una region heteréloga). En
particular, las secuencias pueden ser secuencias de genes procariotas, eucariotas, o virales u obtenidas de
secuencias que estimulan o reprimen la transcripcion de un gen de un modo especifico 0 no especifico y de un
modo inducible o no inducible. Las regiones reguladoras incluyen origenes de replicacion, sitios de corte y ayuste de
ARN, promotores, potenciadores, secuencias de terminacion de la transcripcién, y secuencias sefal que dirigen el
polipéptido a las vias secretoras de la célula diana.

Una regioén reguladora de una "fuente heteréloga” se refiere a una regién reguladora que no esta asociada de forma
natural con el acido nucleico expresado. Se incluyen entre las regiones reguladoras heterdlogas las regiones
reguladoras de una especie diferente, regiones reguladoras de un gen diferente, secuencias reguladoras hibridas, y
secuencias reguladoras que no existen en la naturaleza, pero que las disefnan los especialistas en la técnica.

"Transcrito de ARN" se refiere al producto resultante de la transcripcion catalizada por la ARN polimerasa de una
secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de la secuencia de ADN, se
menciona como transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada de procesamiento post-
transcripcional del transcrito primario y se menciona como ARN maduro. "ARN mensajero (ARNm)" se refiere al ARN
que no tiene intrones y que puede traducirse en proteina por la célula. "ADNc" se refiere a un ADN bicatenario que
es complementario a y derivado de ARNm. ARN "con sentido" se refiere a un transcrito de ARN que incluye el
ARNm y asi puede traducirse en proteina por la célula. ARN "antisentido" se refiere a un transcrito de ARN que es
complementario a todo o parte de un transcrito primario diana o ARNm y que bloquea la expresion de un gen diana.
La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito génico especifico, es
decir, en la secuencia no codificante 5', secuencia no codificante 3', o la secuencia codificante. "ARN funcional" se
refiere a ARN antisentido, ARN ribozima, u otro ARN que no se traduje pero tiene un efecto sobre los procesos
celulares.

"Polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan de forma intercambiable y se refieren a un compuesto polimérico
compuesto por restos de aminoacido unidos covalentemente.

Un "polipéptido aislado”, "péptido aislado" o "proteina aislada” se refieren a un polipéptido o proteina que esta
sustancialmente libre de aquellos compuestos que se encuentran normalmente asociados con el mismo en su
estado natural (por ejemplo, otras proteinas o polipéptidos, acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos). "Aislado" no
indica la exclusion de mezclas artificiales o sintéticas con otros compuestos, o la presencia de impurezas que no
interfieren con la actividad biolégica, y que pueden estar presentes, por ejemplo, debido a purificacion incompleta,
adicion de estabilizadores, o composicién en una preparacion farmacéuticamente aceptable.

Se entendera que un "polipéptido mutante de sustitucién" o un "mutante de sustitucion" indica un polipéptido mutante
que comprende una sustitucion de al menos un amino de tipo silvestre o de origen natural con un amino&cido
diferente respecto al polipéptido de tipo silvestre o de origen natural. Un polipéptido mutante de sustitucién puede
comprender solamente una sustitucion de aminoacido de tipo silvestre o de origen natural y puede mencionarse
como polipéptido "mutante puntual® o "mutante puntual sencillo". Como alternativa, un polipéptido mutante de
sustitucion puede comprender una sustitucion de dos o mas aminodacidos de tipo silvestre o de origen natural con
dos 0 mas aminoacidos respecto al polipéptido de tipo silvestre o de origen natural. De acuerdo con la invencién, un
polipéptido de dominio de unién a ligando de receptor nuclear Grupo H que comprende una mutacion de sustitucion
comprende una sustitucion de al menos un amino&cido de tipo silvestre o de origen natural con un aminodacido
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diferente respecto al polipéptido de dominio de union a ligando de receptor nuclear Grupo H de tipo silvestre o de
origen natural.

Cuando el polipéptido mutante de sustitucion comprende una sustituciéon de dos 0 mas aminoacidos de tipo silvestre
o de origen natural, esta sustitucion puede comprender cualquier cantidad equivalente de aminoacidos de tipo
silvestre o de origen natural delecionados para la sustitucion, es decir, 2 aminodcidos de tipo silvestre o de origen
natural remplazados con 2 aminoacidos no de tipo silvestre o no de origen natural, o una cantidad no equivalente de
aminoacidos de tipo silvestre delecionados para la sustitucion, es decir, 2 aminoacidos de tipo silvestre remplazados
con 1 amino&cido no de tipo silvestre (una mutacion de sustitucion+delecion), o 2 aminoacidos de tipo silvestre
remplazados con 3 aminoacidos no de tipo silvestre (una mutacion de sustitucidon+insercion).

Los mutantes de sustitucion pueden describirse usando un sistema de nomenclatura abreviado para indicar el resto
de aminodcido y nimero remplazado dentro de la secuencia polipeptidica de referencia y el nuevo resto de
aminoacido sustituido. Por ejemplo, un mutante de sustitucién en que el vigésimo (20°) resto de aminoacido de un
polipéptido esta sustituido puede abreviarse como "x20z", donde "x" es el aminoacido a remplazar, "20" es la
posicion o niumero del resto de aminoacido dentro del polipéptido, y "z" es el nuevo aminodcido sustituido. Por lo
tanto, un mutante de sustitucién abreviado de forma intercambiable como "E20A" o "Glu20Ala" indica que el mutante
comprende un resto de alanina (comunmente abreviado en la técnica como "A" o "Ala") en lugar del &cido glutdmico
(comunmente abreviado en la técnica como "E" o0 "Glu") en la posicion 20 del polipéptido.

Una mutacién de sustitucion puede hacerse por cualquier técnica de mutagénesis conocida en la técnica, incluyendo
aunque sin limitacién, mutagénesis dirigida al sitio in vitro (Hutchinson et al., J. Biol. Chem. 253:6551 (1978); Zoller
et al., DNA 3:479 (1984); Oliphant et al., Gene 44:177 (1986); Hutchinson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:710
(1986)), uso de enlazadores TAB® (Pharmacia), digestion con endonucleasa de restriccion/delecion y sustitucion de
fragmentos, mutagénesis mediada por PCR/ dirigida por oligonucleétido, y similares. Se prefieren técnicas basadas
en PCR para mutagénesis dirigida al sitio (véase Higuchi, 1989, "Using PCR to Engineer DNA", en PCR Technology:
Principles and Applications for DNA Amplification, H. Erlich, ed., Stockton Press, Capitulo 6, pag. 61-70).

El término "fragmento”, aplicado a un polipéptido, se refiere a un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos es mas
corta que la del polipéptido de referencia y que comprende, sobre la parte completa con estos polipéptidos de
referencia, una secuencia de amino&cidos idéntica. Dichos fragmentos puede, cuando sea apropiado, incluirse en un
polipéptido mas grande del cual son una parte. Dichos fragmentos de un polipéptido de acuerdo con la invencién
pueden tener una longitud de al menos 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 25, 26, 30, 35, 40,
45, 50, 100, 200, 240, o 300 o mas aminoacidos.

Una "variante" de un polipéptido o proteina se refiere a cualquier analogo, fragmento, derivado, o mutante que se
obtiene de un polipéptido o proteina y que retiene al menos una propiedad biolégica del polipéptido o proteina.
Pueden existir diferentes variantes del polipéptido o proteina en la naturaleza. Estas variantes pueden ser
variaciones alélicas caracterizadas por diferentes en las secuencias de nucleétidos del gen estructural que codifica
la proteina, o pueden implicar corte y ayuste diferencial o modificacion post-traduccional. Los especialistas en la
técnica pueden producir variantes que tienen una o multiples sustituciones, deleciones, adiciones, o remplazos de
aminoacido. Estas variantes pueden incluir, inter alia: (a) variantes en que uno o mas restos de aminoacido estan
sustituidos con aminoacidos conservativos 0 no conservativos, (b) variantes en que uno o mas aminodcidos estan
anadidos al polipéptido o proteina, (c) variantes en que uno o mas de los aminoacidos incluye un grupo sustituyente,
y (d) variantes en que el polipéptido o proteina esta fusionado con otro polipéptido tal como albumina sérica. Las
técnicas para obtener estas variantes, incluyendo técnicas genéticas (supresiones, deleciones, mutaciones, etc.),
quimicas, y enzimaticas, son conocidas para los especialistas en la técnica. En una realizaciéon, un polipéptido
variante comprende al menos aproximadamente 14 aminoacidos.

El término "homologia" se refiere al porcentaje de identidad entre dos restos de polinucleétido o dos de polipéptido.
La correspondencia entre la secuencia de un resto con otro puede determinarse por técnicas conocidas en la
técnica. Por ejemplo, la homologia puede determinarse por comparaciéon directa de la informacion de secuencia
entre dos moléculas de polipéptido alineando la informacion de secuencia y usando programas informaticos
facilmente disponibles. Como alternativa, la homologia puede determinarse por hibridacién de polinucleétidos en
condiciones que forman duplex estables entre regiones homologas, seguido de digestion con nucleasas especificas
de una hebra y determinacién del tamario de los fragmentos digeridos.

Como se usa en este documento, el término "homologo" en todas sus formas gramaticales y variaciones ortograficas
se refiere a la relacion entre proteinas que tienen un "origen evolutivo comun", incluyendo proteinas de superfamilias
(por ejemplo, la superfamilia de inmunoglobulina) y proteinas homélogas de diferentes especies (por ejemplo,
cadena ligera de miosina, etc.) (Reeck et al., Cell 50:667 (1987)). Dichas proteinas (y sus genes codificantes) tienen
homologia de secuencia, segun refleja su elevado grado de similitud de secuencia. Sin embargo, en uso comudn y en
la solicitud, el término "homologo," cuando esta modificado con un adverbio tal como "altamente”, puede referirse a
la similitud de secuencia y no a un origen evolutivo comun.
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Por consiguiente, la expresion "similitud de secuencia" en todas sus formas gramaticales se refiere al grado de
identidad o correspondencia entre secuencias de &cidos nucleicos o aminoacidos de proteinas que pueden
compartir o no un origen evolutivo comun (véase Reeck et al., Cell 50:667 (1987)). Como se usa en este documento,
dos secuencias de ADN son "sustancialmente homoélogas" o "sustancialmente similares" cuando al menos
aproximadamente el 50 % (por ejemplo, al menos aproximadamente el 75 %, 90 %, o0 95 %) de los nucleétidos
coinciden sobre la longitud definida de las secuencias de ADN. Las secuencias que son sustancialmente homélogas
pueden identificarse comparando las secuencias usando software convencional disponible en bancos de datos de
secuencias, 0 en un experimento de hibridacion de Southern en, por ejemplo, condiciones rigurosas definidas para
ese sistema particular. Definir las condiciones de hibridacién apropiadas pertenece a las habilidades de la técnica
(véase por ejemplo, Sambrook et al., 1989, supra).

Como se usa en este documento, "sustancialmente similares" se refiere a fragmentos de acido nucleico donde
cambios en una o mas bases nucleotidicas provoca la sustitucion de uno o mas aminoacidos, pero no afecta a las
propiedades funcionales de la proteina codificada por la secuencia de ADN. "Sustancialmente similar" también se
refiere a fragmentos de acido nucleico donde cambios en una o mas bases nucleotidicas no afectan a la capacidad
del fragmento de acido nucleico de mediar la alteracion de la expresidén génica por tecnologia antisentido o co-
supresion. "Sustancialmente similar" también se refiere a modificaciones de los fragmentos de &cido nucleico de la
invencion tales como delecién o insercién de una o mas bases nucleotidicas que no afectan sustancialmente a las
propiedades funcionales del transcrito resultante. Por lo tanto se entiende que la invencién abarca méas de las
secuencias ejemplares especificas. Cada una de las modificaciones propuestas pertenece a las habilidades de la
técnica, como también la determinacién de la retencion de la actividad bioldgica de los productos codificados.

Ademas, los especialistas en la técnica reconocen que las secuencias sustancialmente similares abarcadas por esta
invencion también se definen por su capacidad de hibridar, en condiciones rigurosas (SSC 0,1X, SDS al 0,1 %, 65
°C y lavado con SSC 2X, SDS al 0,1 % seguido de SSC 0,1X, SDS al 0,1 %), con las secuencias ejemplificadas en
este documento. Los fragmentos de acido nucleico sustancialmente similares son aquellos fragmentos de éacido
nucleico cuyas secuencias de ADN son al menos aproximadamente un 70 %, 80 %, 90 % o0 95 % idénticas a la
secuencia de ADN de los fragmentos de acido nucleico presentados en este documento.

Dos secuencias de aminoacidos son "sustancialmente homoélogas" o "sustancialmente similares" cuando mas de
aproximadamente el 40 % de los aminodcidos son idénticos, o mas del 60 % son similares (funcionalmente
idénticas). Preferiblemente, las secuencias similares u homoélogas se identifican por alineacién usando, por ejemplo,
el programa de acumulacion GCG (Genetics Computer Group, Program Manual for the GCG Package, Version 7,
Madison, Wisconsin).

La expresion "correspondiente a" se usa en este documento para hacer referencia a secuencias similares u
homélogas, independientemente de si la posicion exacta es idéntica o diferente de la molécula con la cual se mide la
similitud u homologia. Una alineacién de secuencia de acido nucleico o aminoacidos puede incluir espacios. Por
tanto, la expresion "correspondiente a" se refiere a la similitud de secuencia, y no a la numeracién de los restos de
aminodcido o bases nucleotidicas.

Una "parte sustancial" de una secuencia de aminoacidos o nucleétidos comprende suficiente de la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido o la secuencia de nucleétidos de un gen para identificar de forma putativa ese
polipéptido o gen, por evaluacion manual de la secuencia por un especialista en la técnica, o por comparacion de
secuencia automatizada por ordenador e identificacién usando algoritmos tales como BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1993)); disponible en ncbi.nim.nih.gov/BLAST/). En general, una
secuencia de diez 0 mas aminodacidos contiguos o treinta 0 mas nucleotidos es necesaria para identificar de forma
putativa un polipéptido o secuencia de acido nucleico como homéloga a una proteina o gen conocido. Ademas, con
respecto a secuencias de nucleétidos, pueden usarse sondas oligonucleotidicas especificas de gen que
comprenden 20-30 nucledtidos contiguos en métodos dependientes de secuencia de identificacion de genes (por
ejemplo, hibridacion de Southern) y aislamiento (por ejemplo, hibridacion in situ de colonias bacterianas o placas de
bacteriéfago). Ademas, pueden usarse oligonucleétidos cortos de 12-15 bases como cebadores de amplificacion en
PCR para obtener un fragmento particular de acido nucleico que comprenda los cebadores. Por consiguiente, una
"parte sustancial" de una secuencia de nucleétidos comprende suficiente de la secuencia para identificar
especificamente y/o aislar un fragmento de acido nucleico que comprende la secuencia.

La expresién "porcentaje de identidad", como se sabe en la técnica, es una relacion entre dos 0 mas secuencias
polipeptidicas 0 dos 0 mas secuencias polinucleotidicas, determinada por comparacion de las secuencias. En la
técnica, "identidad" también significa el grado de vinculacién de secuencia entre secuencias polipeptidicas o
polinucleotidicas, segun pueda ser el caso, determinado por la coincidencia entre series de dichas secuencias. La
"identidad" y la "similitud" pueden calcularse facilmente por métodos conocidos, incluyendo aunque sin limitacion los
descritos en: Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., ed.) Oxford University Press, Nueva York (1988);
Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Smith, D. W., ed.) Academic Press, Nueva York (1993); Computer
Analysis of Sequence Data, Parte | (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds.) Humana Press, Nueva Jersey (1994);
Sequence Analysis in Molecular Biology (von Heinje, G., ed.) Academic Press (1987); y Sequence Analysis Primer
(Gribskov, M. y Devereux, J., eds.) Stockton Press, Nueva York (1991). Hay métodos preferidos para determinar la
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identidad para dar la mejor coincidencia entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad
y similitud estan codificados en programas informaticos disponibles al publico. Las alineaciones de secuencia y los
céalculos de porcentaje de identidad pueden realizarse usando software de analisis de secuencia tales como el
programa Megalign del grupo de calculo bioinfomatico LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, WI). Pueden
realizarse multiples alineaciones de las secuencias usando el método Clustal de alineacion (Higgins et al., CABIOS.
5:151 (1989)) con los parametros por defecto (PENALIZACION POR HUECO=10, PENALIZACION POR LONGITUD
DE HUECO=10). Pueden seleccionarse los parametros por defecto para alineaciones por pares usando el método
Clustal: KTUPLE 1, PENALIZACION POR HUECO=3, VENTANA=5 y DIAGONALES SALVADAS=5.

La expresion "software de analisis de secuencia" se refiere a cualquier algoritmo informatico o programa de software
que es Util para el andlisis de secuencias de nucleoétidos o aminoacidos. El "software de analisis de secuencia”
puede estar disponible en el mercado o desarrollarse independientemente. Software de analisis de secuencia tipicos
incluyen, aunque sin limitacién, el grupo GCG de programas (Wisconsin Package Version 9.0, Genetics Computer
Group (GCG), Madison, WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1990)), y DNASTAR
(DNASTAR, Inc. 1228 S. Park St. Madison, W1 53715 EEUU). Dentro del contexto de esta solicitud se entendera que
cuando el software de analisis de secuencia se usa para el andlisis, los resultados del analisis se basaran en los
"valores por defecto” del programa referenciado, salvo que se indique otra cosa. Como se usa en este documento
"valores por defecto" significara cualquier conjunto de valores o pardmetros que se cargaron originalmente con el
software cuando se inicié por primera vez.

"Quimicamente sintetizado", referido a una secuencia de ADN, significa que los nucleétidos componentes se
ensamblan in vitro. La sintesis quimica manual de ADN puede conseguirse usando procedimientos bien
establecidos, o puede realizarse sintesis quimica automatizada usando una de varias maquinas disponibles en el
mercado. Por consiguiente, los genes pueden adaptarse para expresion génica 6ptima basandose en la optimizacion
de secuencia de nucleétidos para reflejar la desviacion de codones de la célula hospedadora. Los especialistas en la
técnica aprecian la probabilidad de la expresién génica satisfactoria si el uso de codones esta desviado hacia
aquellos codones favorecidos por el hospedador. La determinacion de codones preferidos puede basarse en informe
de genes derivados de la célula hospedadora donde esta disponible la informacién de secuencia.

Como se usa en este documento, se dice que dos o mas sistemas de regulacion génica individualmente funcionales
son "ortogonales" cuando: a) la modulacién de cada uno de los sistemas dados por su ligando respectivo, a una
concentracién elegida, provoca un cambio medible en la magnitud de la expresién del gen de ese sistema, y b) el
cambio es significativamente diferente estadisticamente del cambio en la expresion de todos los demas sistemas
simultaneamente funcionales en la célula, tejido, u organismo, independientemente de la simultaneidad o
secuencialmente de la modulacién real. Preferiblemente, la modulacién de cada sistema de regulacion génica
individualmente funcional realiza un cambio en la expresion génica a menos 2 veces mayor que todos los demas
sistemas funcionales en la célula, tejido, u organismo, por ejemplo, al menos 5 veces, 10 veces, 100 veces, o 500
veces mayor. De forma ideal, la modulacién de cada uno de los sistemas dados por su respectivo ligando a una
concentracién elegida provoca un cambio medible en la magnitud de la expresion del gen de ese sistema y ausencia
de cambio medible en la expresién de todos los demas sistemas funcionales en la célula, tejido, u organismo. En
dichos casos, se dice que el sistema de regulacion génica inducible multiple es "completamente ortogonal". Se
describen ligandos ortogonales Utiles y sistemas de expresién génica basados en receptor ortogonal en el
documento US 2002/0110861 A.

La expresion "gen exdégeno” significa un gen foraneo al sujeto, es decir, un gen que se introduce en el sujeto a
través de un proceso de transformacion, una versién no mutada de un gen mutado enddégeno o una version mutada
de un gen no mutado enddégeno. EI método de transformacién no es critico para esta invencion y puede ser
cualquier método adecuado para el sujeto conocido por los especialistas en la técnica. Los genes exdgenos pueden
ser genes naturales o sintéticos que se introducen en el sujeto en forma de ADN o ARN que pueden funcionar a
través de un intermedio de ADN tal como por transcriptasa inversa. Dichos genes pueden introducirse en células
diana, introducirse directamente en el sujeto, o introducirse indirectamente mediante la transferencia de células
transformadas al sujeto.

La expresion "producto terapéutico” se refiere a un polipéptido terapéutico o polinucleétido terapéutico que confiere
una funcion beneficiosa a la célula hospedadora en la que se expresa dicho producto. Los polipéptidos terapéuticos
pueden incluir, sin limitacion, péptidos tan pequefios como de tres aminoacidos de longitud, proteinas de cadena
sencilla o mdltiple, y proteinas de fusion. Los polinucleétidos terapéuticos pueden incluir, sin limitacién,
oligonucledtidos antisentido, ARN pequefios de interferencia, ribozimas, y secuencias guia externas de ARN. El
producto terapéutico puede comprender una secuencia de origen natural, una secuencia sintética o una combinacion
de secuencias naturales y sintéticas.

La expresion "complejo receptor de ecdisona" generalmente se refiere a un complejo de proteina heterodimérica que
tiene al menos dos miembros de la familia de receptores nucleares, receptor de ecdisona ("EcR") y proteinas
ultraespiraculo ("USP") (véase Yao et al., Nature 366:476 (1993)); Yao et al., Cell 71:63 (1992)). El complejo EcR
funcional puede también incluir una o0 mas proteinas adicionales tales como inmunofilinas. Miembros adicionales de
la familia de receptores nucleares de proteinas, conocidos como factores de transcripcion (tales como DHR38,
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betaFTZ-1 u otros homélogos de insecto), también pueden ser compafieros dependientes o independientes de
ligando para EcR y/o USP. El complejo EcR también puede ser un heterodimero de proteina EcR y el homdlogo de
vertebrado de proteina ultraespiraculo, proteina receptor X de acido retinoico ("RXR") o una quimera de USP y RXR.
La expresion complejo EcR también abarca complejos homodiméricos de la proteina EcR o USP.

Un complejo EcR puede activarse por un ecdisteroide activo o ligando no esteroideo unido a una de las proteinas del
complejo, inclusive de EcR, pero sin excluir otras proteinas del complejo. Como se usa en este documento, el
término "ligando", aplicado a conmutadores génicos basados en EcR, describe moléculas pequenas y solubles que
tienen la capacidad de activar un conmutador génico para estimular la expresion de un polipéptido codificado en el
mismo. Ejemplos de ligandos incluyen, sin limitacién, un ecdisteroide, tal como ecdisona, 20-hidroxiecdisona,
ponasterona A, muristerona A, y similares, acido 9-cis-retinoico, analogos sintéticos de acido retinoico, N,N'-
diacilhidrazinas tales como las descritas en las patentes de Estados Unidos N° 6.013.836; 5.117.057; 5.530.028; y
5.378.726 y las solicitud publicadas de Estados Unidos N¢ 2005/0209283 y 2006/0020146; oxadiazolinas como las
descritas en la solicitud publicada de Estados Unidos N°® 2004/0171651; dibenzoilalquil cianohidrazinas tales como
las descritas en la solicitud europea N2 461.809; N-alquil-N,N'-diaroilhidrazinas tales como las descritas en la patente
de Estados Unidos N® 5.225.443; N-acil-N-alquilcarbonilhidrazinas tales como las descritas en la solicitud europea
N2 234.994; N-aroil-N-alquil-N'-aroilhidrazinas tales como las descritas en la patente de Estados Unidos N°
4.985.461; amidocetonas tales como las descritas en la solicitud publicada de Estados Unidos N°? 2004/0049037; y
otros materiales similares incluyendo 3,5-di-terc-butil-4-hidroxi-N-isobutil-benzamida, 8-O-acetilharpagido,
oxiesteroles, 22(R) hidroxicolesterol, 24(S) hidroxicolesterol, 25-epoxicolesterol, T0901317, 5-alfa-6-alfa-
epoxicolesterol-3-sulfato (ECHS), 7-cetocolesterol-3-sulfato, farnesol, acidos biliares, ésteres de 1,1-bifosfonato,
hormona juvenil Ill, y similares. Ejemplos de ligandos diacilhidrazina utiles en la invencién incluyen RG-115819 (N-
(1-etil-2,2-dimetil-propil)-N'-(2-metil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del acido 3,5-dimetil-benzoico), RG-115932 (N-(1-
terc-butil-butil)-N'-(2-etil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del acido (R)-3,5-dimetil-benzoico), y RG-115830 (N-(1-terc-butil-
butil)-N'-(2-etil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del &acido 3,5-dimetil-benzoico). Véase la solicitud de Estados Unidos
12/155.111, presentada el 29 de mayo de 2008, y el documento PCT/US2008/006757 presentado el 29 de mayo de
2008, para diacilhidrazinas adicionales que son Utiles en la practica de la invencion.

El complejo EcR incluye proteinas que son miembros de la superfamilia de receptores nucleares donde todos los
miembros se caracterizan por la presencia de un dominio de transactivacién ("TA") amino-terminal, un dominio de
unién a ADN ("DBD"), y un dominio de unién a ligando ("LBD") separados por una region bisagra. Algunos miembros
de la familia también pueden tener otro dominio de transactivacién en el extremo carboxi-terminal del LBD. EI DBD
se caracteriza por la presencia de dos dedos de zinc de cisteina entre los que hay dos motivos de aminoéacido, la
caja P y la caja D, que confieren especificidad por elementos de respuesta a ecdisona. Estos dominios pueden ser
nativos, modificados, o quimeras de diferentes dominios de proteinas receptoras heterdlogas.

Las secuencias de ADN que componen el gen exdgeno, el elemento de respuesta, y el complejo EcR pueden
incorporarse en arqueobacterias, células procariotas tales como Escherichia coli, Bacillus subtilis, u otras
enterobacterias, o células eucariotas tales como células vegetales o animales. Sin embargo, como muchas de las
proteinas expresadas por el gen se procesan incorrectamente en bacterias, se prefieren células eucariotas. Las
células pueden estar en forma de células individuales u organismos multicelulares. Las secuencias de nucleétidos
para el gen exdgeno, el elemento de respuesta, y el complejo receptor también pueden incorporarse como
moléculas de ARN, preferiblemente en forma de ARN virales funcionales tales como virus del mosaico del tabaco.
De las células eucariotas, se prefieren células de vertebrado porque carecen de forma natural de las moléculas que
confieren respuestas a los ligandos de esta invencién para el EcR. Como resultado, son "sustancialmente
insensibles" a los ligandos de esta invencion. Por tanto, los ligandos Utiles en esta invencion tendran efectos
fisiologicos y otros efectos despreciables sobre las células transformadas, o el organismo completo. Por lo tanto, las
células pueden crecer y expresar el producto deseado, sustancialmente sin verse afectadas por la presencia del
propio ligando.

Los ligandos de EcR, cuando se usan con el complejo EcR que a su vez se une al elemento de respuesta unido a un
gen exdgeno (por ejemplo, IL-12), proporciona el medio para la regulacion temporal externa de la expresion del gen
exogeno. El orden en que los diversos componentes se unen entre si, es decir, ligando a complejo receptor y
complejo receptor a elemento de respuesta, no es critico. Normalmente, la modulacién de la expresion del gen
exdgeno es en respuesta a la unién del complejo EcR a un elemento de ADN regulador o de control especifico. La
proteina EcR, como otros miembros de la familia de receptores nucleares, posee al menos tres dominios, un dominio
de transactivacion, un dominio de unién a ADN, y un dominio de uniéon a ligando. Este receptor, como un
subconjunto de la familia de receptores nucleares, también posee regiones peor definidas responsables de las
propiedades de heterodimerizacién. La unién del ligando al dominio de unién a ligando de la proteina EcR, después
de la heterodimerizacién con la proteina USP o RXR, posibilita que los dominios de unién a ADN de las proteinas
heterodiméricas se unen al elemento de respuesta en una forma activada, provocando de este modo la expresion o
supresion del gen exdgeno. Este mecanismo no excluye el potencial del ligando de unirse a EcR o USP, y la
formacion resultante de complejos homodiméricos activos (por ejemplo, EcR+EcR o USP+USP). Uno o mas de los
dominios receptores puede variarse produciendo un conmutador génico quimérico. Normalmente, uno o mas de los
tres dominios puede elegirse entre una fuente diferente de la fuente de los otros dominios de modo que el receptor
quimérico esté optimizado en la célula hospedadora u organismo elegido para la actividad de transactivacién, union
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complementaria del ligando, y reconocimiento de un elemento de respuesta especifico. Ademas, el propio elemento
de respuesta puede modificarse o sustituirse con elementos de respuesta por otros dominios de proteina de union a
ADN tales como la proteina GAL-4 de levadura (véase Sadowski et al., Nature 335:563 (1988) o la proteina LexA de
E. coli (véase Brent et al., Cell 43:729 (1985)) para acomodar complejos EcR quiméricos. Otra ventaja de los
sistemas quiméricos es que permiten la eleccién de un promotor usado para dirigir el gen exégeno de acuerdo con
un resultado final deseado. Dicho doble control puede ser particularmente importante en areas de terapia génica,
especialmente cuando se producen proteinas citotoxicas, porque puede controlarse tanto de la cronologia de
expresion asi como de las células donde sucede la expresion. Cuando se introducen genes exdégenos, unidos de
forma funcional a un promotor adecuado, en las células del sujeto, se controla la expresion de los genes exdgenos
mediante la presencia del ligando de esta invencion. Los promotores pueden regularse de forma constitutiva o
inducible o pueden ser especificos de tejido (es decir, se expresan solamente en un tipo particular de célula) o
especificos para ciertas fases de desarrollo del organismo.

Son bien conocidas en la técnica numerosas secuencias de acido nucleico genémicas y de ADNc que codifican una
diversidad de polipéptidos, tales como factores de transcripcién y proteinas informadoras. Los especialistas en la
técnica tienen acceso a la informacion de secuencia de acido nucleico para casi todos los genes conocidos y pueden
obtener la molécula de &cido nucleico directamente de un depdsito publico, la institucién que publico la secuencia, o
emplear métodos rutinarios para preparar la molécula. Véase por ejemplo la descripcion de los numeros de acceso
de secuencia, infra.

El conmutador génico puede ser cualquier sistema conmutador génico que regule la expresion génica mediante la
adicion o retirada de un ligando especifico. En una realizacion, el conmutador génico es uno en que el nivel de
expresion génica depende del nivel de ligando que estd presente. Ejemplos de factores de transcripcion
dependientes de ligando que pueden usarse en conmutadores génicos incluyen, miembros de la superfamilia de
receptores nucleares activados por sus respecticos ligandos (por ejemplo, glucocorticoides, estrogenos, progestina,
retinoides, ecdisona, y analogos y miméticos de los mismos) y rTTA activado por tetraciclina. En un aspecto de la
invencion, el conmutador génico es un conmutador génico basado en EcR. Ejemplos de dichos sistemas incluyen,
sin limitacion, los sistemas descritos en las patentes de Estados Unidos N° 6.258.603, 7.045.315, solicitudes de
patente publicada de Estados Unidos N° 2006/0014711, 2007/0161086, y solicitud publicada internacional N WO
01/70816. Ejemplos de sistemas quiméricos de receptor de ecdisona se describen en la patente de Estados Unidos
N? 7.091.038, las solicitudes de patente publicada de Estados Unidos N°¢ 2002/0110861, 2004/0033600,
2004/0096942, 2005/0266457, y 2006/0100416, y las solicitudes publicadas internacionales N® WO 01/70816, WO
02/066612, WO 02/066613, WO 02/066614, WO 02/066615, WO 02/29075, y WO 2005/108617. Un ejemplo de un
sistema regulado por agonista de ecdisona no esteroideo es el sistema de expresion inducible en mamifero
RheoSwitch® (New England Biolabs, Ipswich, MA).

Como se describe en este documento, un polinucleétido que codifica el conmutador génico comprende una Unica
secuencia de factor de transcripcion que codifica un factor de transcripcion dependiente de ligando bajo el control de
un promotor. La secuencia de factor de transcripcion puede codificar un factor de transcripcion dependiente de
ligando que es un factor de transcripcion de origen natural o artificial. Un factor de transcripcion artificial es uno en
que la secuencia natural del factor de transcripcion se ha alterado, por ejemplo, por mutaciéon de la secuencia o por
combinacion de dominios de diferentes factores de transcripcion. En una realizacion, el factor de transcripcion
comprende un dominio de unién a ligando del receptor nuclear de Grupo H (LBD). En una realizacién, el LBD del
receptor nuclear de Grupo H es de un EcR, un receptor ubicuo, un receptor huérfano 1, un NER-1, un receptor
nuclear de hormonas esteroides 1, un receptor X retinoide que interacciona con proteina-15, un receptor X hepatico
B, una proteina tipo receptor de hormonas esteroides, un receptor X hepatico, un receptor X hepatico a, un receptor
X farnesoide, una proteina de interaccion con receptor 14, o un receptor de farnesol. En otra realizacion, el LBD del
receptor nuclear de Grupo H es de un receptor de ecdisona.

El EcR y los otros receptores nucleares de Grupo H son miembros de la superfamilia de receptores nucleares donde
todos los miembros se caracterizan generalmente por la presencia de un dominio de transactivacion (TD) amino-
terminal, un dominio de unién a ADN (DBD), y un LBD separado del DBD por una region bisagra. Como se usa en
este documento, la expresion "dominio de unién a ADN" comprende una secuencia polipeptidica minima de una
proteina de uniéon a ADN, hasta la longitud completa de una proteina de unién a ADN, siembre que el dominio de
unién a ADN funcione asociandose con un elemento de respuesta particular. Los miembros de la superfamilia de
receptores nucleares también se caracterizan por la presencia de cuatro o cinco dominios: A/B, C, D, E, y en
algunos miembros F (véase el documento US 4.981.784 y Evans, Science 240:889 (1988)). EI dominio "A/B"
corresponde al dominio de transactivacién, "C" corresponde al dominio de unién a ADN, "D" corresponde a la regién
bisagra, y "E" corresponde al dominio de unién a ligando. Algunos miembros de la familia también pueden tener otro
dominio de transactivacion en el extremo carboxi-terminal del LBD correspondiente a "F".

El DBD se caracteriza por la presencia de dos dedos de zinc de cisteina entre los que hay dos motivos de
aminoacido, la caja P y la caja D, que confieren especificidad por elementos de respuesta. Estos dominios pueden
ser nativos, modificados, o quimeras de diferentes dominios de proteinas receptoras heterélogas. El ECR, como un
subconjunto de la familia de receptores nucleares, también posee regiones peor definidas responsables de las
propiedades de heterodimerizacién. Como los dominios de los receptores nucleares son de naturaleza modular, el
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LBD, DBD, y TD pueden intercambiarse.

En otra realizacion, el factor de transcripcion comprende un TD, un DBD que reconoce un elemento de respuesta
asociado con el gen exdgeno cuya expresion se tiene que modular; y un LBD del receptor nuclear de Grupo H. En
ciertas realizaciones, el LBD del receptor nuclear de Grupo H comprende una mutacion de sustitucion.

En otras realizaciones, un polinucleé6tido que codifica el conmutador génico comprende una primera secuencia de
factor de transcripcion bajo el control de un primer promotor y una segunda secuencia de factor de transcripcién bajo
el control de un segundo promotor, donde las proteinas codificadas por dicha primera secuencia de factor de
transcripcion y dicha segunda secuencia de factor de transcripcion interacciona para formar un complejo proteico
que funciona como factor de transcripcion dependiente de ligando, es decir, un conmutador génico basado en
"conmutador dual" o "de dos hibridos". El primer y segundo promotores pueden ser iguales o diferentes.

Un polinucleétido que codifica un conmutador génico también puede comprender una primera secuencia de factor de
transcripcion y una segunda secuencia de factor de transcripcion bajo el control de un promotor, donde las proteinas
codificadas por la primera secuencia de factor de transcripcion y la segunda secuencia de factor de transcripcion
interacciona para formar un complejo proteico que funciona como factor de transcripcion dependiente de ligando, es
decir, un "conmutador génico sencillo". La primera secuencia de factor de transcripcion y la segunda secuencia de
factor de transcripcion pueden estar conectadas por un sitio interno de entrada al ribosoma, por ejemplo, EMCV
IRES.

En una realizacion, la primera secuencia de factor de transcripcion codifica un polipéptido que comprende un TD, un
DBD que reconoce un elemento de respuesta asociado con el gen exégeno cuya expresion se tiene que modular; y
un LBD del receptor nuclear de Grupo H, y la segunda secuencia de factor de transcripcion codifica un factor de
transcripcion que comprende un LBD del receptor nuclear seleccionado entre un LBD de RXR de vertebrado, un
LBD de RXR de invertebrado, un LBD de proteina ultraespiraculo, y un LBD quimérico que comprende dos
fragmentos polipeptidicos, donde el primer fragmento polipeptidico es de un LBD de RXR de vertebrado, un LBD de
RXR de invertebrado, o un LBD de proteina ultraespiraculo, y el segundo fragmento polipeptidico es de un diferente
LBD de RXR de vertebrado, LBD de RXR de invertebrado, o LBD de proteina ultraespiraculo.

En otra realizacion, el conmutador génico comprende una primera secuencia de factor de transcripcién que codifica
un primer polipéptido que comprende un LBD de receptor nuclear y un DBD que reconoce un elemento de respuesta
asociado con el gen exdgeno cuya expresion se tiene que modular, y una segunda secuencia de factor de
transcripcion que codifica un segundo polipéptido que comprende un TD y un LBD de receptor nuclear, donde uno
de los LBD de receptor nuclear es un LBD del receptor nuclear de Grupo H. En una realizacion preferida, el primer
polipéptido esta sustancialmente libre de un TD y el segundo polipéptido esta sustancialmente libre de un DBD. Para
los propédsitos de la invencion, "sustancialmente libre" significa que la proteina en cuestion no contiene una
secuencia suficiente del dominio en cuestion para proporcionar activacion o actividad de union.

En otro aspecto de la invencion, la primera secuencia de factor de transcripcion codifica una proteina que
comprende un companero heterodimérico y un TD y la segunda secuencia de factor de transcripcion codifica una
proteina que comprende un DBD y un LBD.

Cuando solamente un LBD de receptor nuclear es un LBD de Grupo H, el otro LBD de receptor nuclear puede ser de
cualquier otro receptor nuclear que forme un dimero con el LBD de Grupo H. Por ejemplo, cuando el LBD del
receptor nuclear de Grupo H es un LBD de EcR, el otro LBD de receptor nuclear "compafiero" puede ser de un EcR,
un RXR de vertebrado, un RXR de invertebrado, una proteina ultraespiraculo (USP), o un receptor nuclear quimérico
que comprende al menos dos diferentes fragmentos polipeptidicos de LBD de receptor nuclear seleccionados entre
un RXR de vertebrado, un RXR de invertebrado, y una USP (véase el documento WO 01/70816 A2, solicitud de
patente internacional N® PCT/US02/05235 y documento US 2004/0096942 A1. El dominio de unién a ligando de
receptor nuclear "companero" puede comprender adicionalmente una mutacién de truncamiento, una mutacion de
delecién, una mutacién de sustitucién, u otra modificacion.

En una realizacién, el LBD de RXR de vertebrado es de un RXR de ser humano Homo sapiens, ratén Mus musculus,
rata Rattus norvegicus, pollo Gallus gallus, cerdo Sus scrofa domestica, rana Xenopus laevis, pez cebra Danio rerio,
tunicado Polyandrocarpa misakiensis, o medusa Tripedalia cysophora.

En una realizacién, el dominio de union a ligando de RXR de invertebrado es de un polipéptido ultraespiraculo de
langosta Locusta migratoria ("LmUSP"), un homélogo 1 de RXR de garrapata dura Amblyomma americanum
("AmaRXR1"), un homélogo 2 de RXR de garrapata dura Amblyomma americanum ("AmaRXR2"), un homdlogo de
RXR de cangrejo violinista Celuca pugilator ("CpRXR"), un homdlogo de RXR de escarabajo Tenebrio molitor
("TmRXR"), un homélogo de RXR de abeja melifera Apis mellifera ("AmRXR"), un homélogo de RXR de afido Myzus
persicae ("MpRXR"), o un homoélogo de RXR no de dipteros/no de lepidépteros.

En una realizacién, el LBD de RXR quimérico comprende al menos dos fragmentos polipeptidicos seleccionados
entre un fragmento polipeptidico de RXR de especie vertebrada, una fragmento polipeptidico de RXR de especie
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invertebrada, y un fragmento polipeptidico de homélogo de RXR de especie invertebrada no de dipteros/no de
lepidépteros. Un dominio de unién a ligando de RXR quimérico para su uso en la invencién puede comprender al
menos dos fragmentos polipeptidicos de RXR de diferentes especies, o cuando las especies son iguales, los dos o
mas fragmentos polipeptidicos pueden ser de dos 0 mas isoformas diferentes del fragmento polipeptidico de RXR de
la especie.

En una realizacién, el dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento polipeptidico
de RXR de especie vertebrada y un fragmento polipeptidico de RXR de especie invertebrada.

En otra realizacion, el dominio de unién a ligando de RXR quimérico comprende al menos un fragmento polipeptidico
de RXR de especie vertebrada y un fragmento polipeptidico de homologo de RXR de especie invertebrada no de
dipteros/no de lepidépteros.

El ligando, cuando se combina con el LBD del receptor o receptores nucleares, que a su vez estan unidos al
elemento de respuesta ligado al gen exdgeno, proporciona regulaciéon temporal externa de la expresién del gen
exogeno. El mecanismo de unién o el orden en que los diversos componentes de esta invencién se unen entre si, es
decir, por ejemplo, ligando a LBD, DBD a elemento de respuesta, TD a promotor, etc., no es critico.

En un ejemplo especifico, la unién del ligando al LBD de un receptor nuclear de Grupo H y su comparero LBD de
receptor nuclear posibilita la expresion del gen exdégeno. Este mecanismo no excluye el potencial del ligando de
unirse al receptor nuclear de Grupo H (GHNR) o su compafero, y la formaciéon resultante de complejos
homodiméricos activos (por ejemplo, GHNR + GHNR o compariero + companero). Preferiblemente, uno o mas de
los dominios de receptor se varia produciendo un conmutador génico hibrido. Normalmente, uno o mas de los tres
dominios, DBD, LBD, y TD, pueden elegirse entre una fuente diferente a la fuente de los otros dominios de modo
que los genes hibridos y las proteinas hibridas resultantes estén optimizados en la célula hospedadora u organismo
elegido para la actividad de transactivacion, uniéon complementaria del ligando, y reconocimiento de un elemento de
respuesta especifico. Ademas, el propio elemento de respuesta puede modificarse o sustituirse con elementos de
respuestas por otros dominios de proteina de unién a ADN tales como la proteina GAL-4 de levadura (véase
Sadowski et al., Nature 335:563 (1988)) o la proteina LexA de Escherichia coli (véase Brent et al., Cell 43:729
(1985)), o elementos de respuesta sintéticos especificos para interacciones diana con proteinas disefadas,
modificadas, y seleccionadas para dichas interacciones especificas (véase, por ejemplo, Kim et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 94:3616 (1997)) para acomodar receptores hibridos.

El complejo EcR funcional también puede incluir una o mas proteinas adicionales tales como inmunofilinas.
Miembros adicionales de la familia de receptores nucleares de proteinas, conocidos como factores de transcripcion
(tales como DHR38 o betaFTZ-1), también pueden ser companeros dependientes o independientes de ligando para
EcR, USP, y/o RXR. Ademas, pueden requerirse otros cofactores tales como proteinas generalmente conocidas
como coactivadores (también llamados adaptadores o mediadores). Estas proteinas no se unen de forma especifica
de secuencia a ADN y no estan implicadas en la transcripcion basal. Pueden ejercer su efecto sobre la activacién de
transcripcion a través de diversos mecanismos, incluyendo estimulacién de la unién a ADN de activadores,
afectando a la estructura de la cromatina, o mediando las interacciones del complejo de iniciacién-activador.
Ejemplos de dichos coactivadores incluyen RIP140, TIF1, RAP46/Bag-1, ARA70, SRC-1/NCoA-1, TIF2/GRIP/NCoA-
2, ACTR/AIB1/RACS3/pCIP asi como la proteina de unién a elemento de respuesta B coactivador C promiscuo,
CBP/p300 (para una revision véase Glass et al., Curr. Opin. Cell Biol. 9:222 (1997)). Ademas, pueden requerirse
cofactores proteicos generalmente conocidos como correpresores (también conocidos como represores,
silenciadores, o mediadores de silenciacién) para inhibir de forma eficaz la activacion transcripcional en ausencia de
ligando. Estos correpresores pueden interaccionar con el EcR sin ligando para silenciar la actividad en el elemento
de respuesta. Evidencias actuales sugieren que la unién de ligando cambia la conformaciéon del receptor, que
provoca liberacion del correpresor y reclutamiento de los coactivadores descritos anteriormente, suprimiendo de este
modo la actividad de silenciamiento. Ejemplos de correpresores incluyen N-CoR y SMRT (para una revisién, véase
Horwitz et al., Mol Endocrinol. 10:1167 (1996)). Estos cofactores pueden ser endégenos de la célula u organismo, o
pueden anadirse de forma ex6gena como transgenes a expresar de un modo regulado o no regulado.

El gen exdgeno esta unido de forma funcional a un promotor que comprende al menos un elemento de respuesta
que se reconoce por el DBD del factor de transcripcién dependiente de ligando codificado por el conmutador génico.
En una realizacién, el promotor comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 0 mas copias del elemento de respuesta. Los
promotores que comprende los elementos de respuesta deseados pueden ser promotores de origen natural o
promotores artificiales creados usando técnicas que son bien conocidas en la técnica, por ejemplo, uno o0 mas
elementos de respuesta unidos de forma funcional a un promotor minimo.

Para introducir los polinucleétidos en las células, puede usarse un vector. El vector puede ser, por ejemplo, un vector
plasmidico o un vector viral de ARN o ADN mono o bicatenario. Dichos vectores pueden introducirse en células
mediante técnicas bien conocidas para introducir ADN y ARN en células. Los vectores virales pueden ser de
replicacién competente o de replicacion deficiente. En el Ultimo caso, la propagacion viral generalmente sucedera en
células hospedadoras complementarias. Como se usa en este documento, la expresion "célula hospedadora” u
"hospedador" se usa para indicar una célula de la invencién que alberga uno o mas polinucleétidos de la invencion.
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Por tanto, como minimo, los vectores deben incluir los polinucleétidos de la invencion. Otros componentes del vector
pueden incluir, aunque sin limitacion, marcadores de seleccion, dominios de modificacién de cromatina, promotores
adicionales que dirigen la expresion de otros polipéptidos que también pueden estar presentes en el vector (por
ejemplo, un polipéptido letal), sitios de integracion gendmica, sitios de recombinacion, y ejes de insercion molecular.
Los vectores pueden comprender cualquier cantidad de estos elementos adicionales, dentro 0 no dentro de los
polinucleétidos, de modo que el vector pueda adaptarse a los objetivos especificos de los métodos terapéuticos
deseados.

Como se describe en este documento, los vectores que se introducen en las células comprenden adicionalmente un
"gen marcador de seleccion” que, cuando se expresa, indica que la construccion de conmutador génico de la
invencion se ha integrado en el genoma de la célula hospedadora. De este modo, el gen de seleccién puede ser un
marcador positivo para la integracion en el genoma. Aunque no es critico para los métodos de la invencion, la
presencia de un gen marcador de seleccién permite al facultativo seleccionar una poblacién de células vivas donde
la construccion de vector se ha integrado en el genoma de las células. Por tanto, ciertas realizaciones de la
invencion comprenden la seleccién de células donde el vector se ha integrado satisfactoriamente. Como se usa en
este documento, el término "seleccionar" o variaciones del mismo, cuando se usan en relacion a células, pretenden
indicar métodos convencionales bien conocidos para elegir células con una composicion genética especifica o
fenotipo. Los métodos tipicos incluyen, aunque sin limitacion, el cultivo de células en presencia de antibiéticos, tales
como G418, neomicina y ampicilina. Otros ejemplos de genes marcadores de seleccion incluyen, aunque sin
limitacién, genes que confieren resistencia a dihidrofolato reductasa, higromicina, o acido micofendlico. Otros
métodos de seleccién incluyen, aunque sin limitacion, un gen marcador de seleccién que permite el uso de timidina
quinasa, hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa o adenina fosforribosiltransferasa como agentes de seleccion.
Las células que comprenden una construccion de vector que comprende un gen o genes de resistencia a antibiotico
entonces serian capaces de tolerar el antibidtico en cultivo. Asimismo, las células que no comprenden una
construccion de vector que comprende un gen o genes de resistencia a antibiético no serian capaces de tolerar el
antibiético en cultivo.

Como se usa en este documento, un "dominio de modificacion de cromatina" (CMD) se refiere a secuencias de
nucleétidos que interaccionan con una diversidad de proteinas asociadas con el mantenimiento y/o alteracién la
estructura de cromatina, tales como, aunque sin limitacion, aislantes de ADN. Véase Ciavatta et al., Proc. Nat'l| Acad.
Sci. U.S.A., 103:9958 (2006). Ejemplos de CMD incluyen, aunque sin limitacién, el aislante de B-globulina de pollo y
el sitio hipersensible 4 de pollo (cHS4). El uso de diferentes secuencias CMD entre uno o0 mas programas génicos
(es decir, un promotor, secuencia codificante, y regiéon reguladora 3'), por ejemplo, puede facilitar el uso de las
secuencias de ADN de CMD diferenciales como "minibrazos de homologia" en combinacion con diversos
microorganismos o tecnologias de recombinacién in vitro para "intercambio" de programas génicos entre vectores
lanzadera existentes multigénicas y monogénicas. Otros ejemplos de dominios de modificacién de cromatina son
conocidos en la técnica o pueden identificarse facilmente.

Vectores particulares para su uso con la invencion son vectores de expresién que codifican proteinas o
polinucleétidos. Generalmente, dichos vectores comprenden regiones de control de accién en cis eficaces para la
expresion en un hospedador unidades de forma funcional al polinucleétido a expresar. Los factores apropiados de
accioén en trans se suministran por el hospedador, se suministra por un vector complementario o se suministran por
el propio vector tras su introduccion en el hospedador.

Puede usarse una gran diversidad de vectores de expresion para expresar proteinas o polinucleétidos. Dichos
vectores incluyen vectores cromosémicos, episémicos y derivados de virus, por ejemplo, vectores derivados de
plasmidos bacterianos, de bacteriéfagos, de episomas de levadura, de elementos cromosémicos de levadura, de
virus tales como virus adeno-asociados, lentivirus, baculovirus, papovavirus, tales como SV40, virus vaccinia,
adenovirus, poxvirus de aves de corral, virus de la pseudorrabia y retrovirus, y vectores derivados de combinaciones
de los mismos, tales como los derivados de elementos genéticos plasmidicos y de bacteriéfagos, tales como
césmidos y fagomidos. Todos pueden usarse para la expresion de acuerdo con este aspecto de la invencion.
Generalmente, puede usarse cualquier vector adecuado para mantener, propagar o expresar polinucleétidos o
proteina en un hospedador para la expresion a este respecto.

La secuencia polinucleotidica en el vector de expresion esta unida de forma funcional a una o més secuencias
apropiadas de control de la expresién incluyendo, por ejemplo, un promotor para dirigir la transcripciéon de ARNm.
Promotores adicionales representativos incluyen, aunque sin limitacion, promotores constitutivos y promotores
especificos de tejido o inducibles. Ejemplos de promotores eucariotas constitutivos incluyen, aunque sin limitacion, el
promotor del gen de metalotioneina | de ratén (Hamer et al., J. Mol. Appl. Gen. 1:273 (1982)); el promotor TK de
Herpes virus (McKnight, Cell 31:355 (1982)); el promotor temprano de SV40 (Benoist et al., Nature 290:304 (1981));
y el promotor del virus vaccinia. Ejemplos adicionales de los promotores que podrian usarse para dirigir la expresion
de una proteina o polinucleétido incluyen, aunque sin limitacion, promotores especificos de tejido y otros promotores
enddgenos para proteinas especificas, tales como el promotor de albumina (hepatocitos), un promotor de proinsulina
(células beta pancreaticas) y similares. En general, las construcciones de expresion contendran sitios para la
transcripcion, inicio y terminacién y, en la region transcrita, un sitio de union al ribosoma para la traduccion. La parte
codificante de los transcritos maduros expresados por las construcciones puede incluir un AUG de inicio de la
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traduccion en el comienzo y un codoén de terminacion (UAA, UGA o UAG) posicionado apropiadamente al final del
polipéptido a traducir.

Ademas, las construcciones pueden contener elementos de control que regulan, y también generan expresion.
Generalmente, dichas regiones funcionaran controlando la transcripcion, tales como sitios de unién a represor y
potenciadores, entre otros.

Ejemplos de vectores eucariotas incluyen, aunque sin limitacién, pW-LNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1 y pSG
disponibles en Stratagene; pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL disponibles en Amersham Pharmacia Biotech; y
pCMVDsRed2-express, pIRES2-DsRed2, pDsRed2-Mito, y pCMV-EGFP disponibles en Clontech. Muchos otros
vectores son bien conocidos y estan disponibles en el mercado.

Vectores particularmente Utiles, que comprenden ejes de insercion molecular para una rapida insercion y retirada de
elementos de programas génicos, se describen en la solicitud de patente publicada de Estados Unidos N©
2004/0185556, solicitud de patente de Estados Unidos N° 11/233,246 y solicitudes publicadas internacionales N°
WO 2005/040336 y WO 2005/116231. Un ejemplo de dichos vectores es el sistema de produccién UltraVector™
(Intrexon Corp., Blacksburg, VA), como se describe en el documento WO 2007/038276. Como se usa en este
documento, un "programa génico" es una combinacion de elementos genéticos que comprende un promotor (P), una
secuencia de expresiéon (E) y una secuencia reguladora 3' (3), de modo que "PE3" es un programa génico. Los
elementos dentro del programa génico pueden intercambiarse facilmente entre ejes moleculares que flanquean cada
uno de los elementos del programa génico. Un eje molecular, como se usa en este documento, se define como un
polinucledtido que comprende al menos dos sitios de restriccién no variables raros o infrecuentes dispuestos de un
modo lineal. Como se describe en este documento, el eje molecular comprende al menos tres sitios de restriccion no
variables raros o infrecuentes dispuestos de un modo lineal. Normalmente un eje molecular cualquiera no incluiria un
sitio de restriccion raro o infrecuente de otro eje molecular cualquiera dentro del mismo programa génico.
Secuencias afines de mas de 6 nucledtidos sobre las cuales actia una enzima de restriccion dada se mencionan
como sitios de restriccién "raros". Hay, sin embargo, sitios de restriccion de 6 pb que existen de forma mas
infrecuente que lo que se predeciria estadisticamente, y estos sitios y las endonucleasas que los escinden se
mencionan como sitios de restriccion "infrecuentes". Ejemplos de enzimas de restriccion raras o infrecuentes
incluyen, aunque sin limitacién, AsiS |, Pac I, Sbf |, Fse |, Asc I, Mlu |, SnaB I, Not I, Sal I, Swa I, Rsr I, BSiW |, Sfo |,
Sgr Al, Afllll, Pvu |, Ngo MIV, Ase |, Flp I, Pme |, Sda I, Sgf I, Srf |, y Sse8781 I.

El vector también puede comprender sitios de restriccion para una segunda clase de enzimas de restriccion
llamadas enzimas endonucleasas constitutivas (HE). Las enzimas HE tiene grandes sitios de restriccion asimétricos
(12-40 pares de bases), y sus sitios de restriccién son de naturaleza infrecuente. Por ejemplo, la HE conocida como
I-Scel tiene un sitio de restriccién de 18 pb (5 TAGGGATAACAGGGTAATS' (SEC ID N212)), de aparicién prevista de
solamente una vez cada 7x10'"° pares de bases de secuencia aleatoria. Esta tasa de aparicion es equivalente a
solamente un sitio en un genoma que es 20 veces el tamafo de un genoma de mamifero. La naturaleza rara de los
sitios HE aumenta enormemente la probabilidad de que un ingeniero genético pueda cortar un programa génico sin
alterar la integridad del programa génico si se incluyeran sitios HE en localizaciones apropiadas en un plasmidos de
vector de clonacion.

La seleccién de vectores y promotores apropiados para la expresiéon en una célula hospedadora es un procedimiento
bien conocido, y las técnicas necesarias para la construccion de vectores y su introduccion en el hospedador, asi
como su expresion en el hospedador son habilidades rutinarias en la técnica.

La introduccién de los polinucleétidos en las células puede ser una transfeccion transitoria, transfeccion estable, o
puede ser una insercion especifica de locus del vector. Las transfecciones transitorias y estables de los vectores en
la célula hospedadora pueden realizarse por transfecciéon con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-
dextrano, transfeccion mediada por lipido cati6nico, electroporacion, transduccioén, infeccién, u otros métodos.
Dichos métodos se describen en muchos manuales convencionales de laboratorio, tales como Davis et al., Basic
Methods in Molecular Biology (1986); Keown et al., 1990, Methods Enzymol. 185: 527-37; Sambrook et al., 2001,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Tercera Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y. Estos métodos
de transfeccion estable provocan la insercién aleatoria del vector en el genoma de la célula. Ademas, el nimero de
copias y orientacion de los vectores también son, hablando generalmente, aleatorios.

Como se describe en este documento, el vector se inserta en un sitio bio-neutro en el genoma. Un sitio bio-neutro es
un sitio en el genoma donde la insercion de los polinucleétidos interfiero muy poco, si es que lo hace, con la funcion
normal de la célula. Los sitios bio-neutros pueden analizarse usando bioinformatica disponible. Muchos sitios bio-
neutros son conocidos en la técnica, por ejemplo, el locus equivalente ROSA. Otros sitios bio-neutros pueden
identificarse usando técnicas rutinarias bien conocidas en la técnica. La caracterizacion del sitio o sitios genémicos
se realiza usando métodos conocidos en la técnica. Para controlar la localizacién, nimero de copias y/u orientacién
de los polinucleétidos cuando se introduce el vector en las células, pueden usarse métodos de insercion especifica
de locus. Los métodos de insercion especifica de locus son bien conocidos en la técnica e incluyen, aunque sin
limitacion, recombinacion homologa e insercion en genoma mediada por recombinase. Por supuesto, si tienen que
usarse métodos de insercion especifica de locus en los métodos de la invencién, los vectores pueden comprender
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elementos que ayudan a esa insercién especifica de locus, tales como, aunque sin limitacién, recombinacion
homologa. Por ejemplo, los vectores pueden comprender uno, dos, tres, cuatro o mas sitios de integracion genémica
(GIS). Como se usa en este documento, un "sitio de integracién genémica" se define como una parte de la
secuencia de vector cuya secuencia de nucleotidos es idéntica o casi idéntica a partes del genoma dentro de las
células que permiten la insercion del vector en el genoma. En particular, el vector puede comprender dos sitios de
insercién genémica que flanquean al menos los polinucledtidos. Por supuesto, los GIS pueden flanquear elementos
adicionales, o incluso todos los elementos presentes en el vector.

Como se describe en este documento, la insercion especifica de locus puede realizarse por insercion génica
especifica de sitio de recombinasa. En resumen, las enzimas recombinasa bacterianas, tales como, aunque sin
limitacién, PhiC31 integrasa pueden actuar en "pseudo” sitios de recombinacion dentro del genoma humano. Estos
pseudo sitios de recombinacién pueden ser dianas para la insercion especifica de locus usando las recombinasas.
La insercion génica especifica de sitio de recombinasa se describe en Thyagarajan et al., Mol. Cell Biol. 21:3926
(2001). Otros ejemplos de recombinasas y sus respectivos sitios que pueden usarse para insercion génica
especifica de sitio de recombinasa incluyen, aunque sin limitacion, serina recombinasas tales como R4 y TP901-1 y
recombinasas descritas en el documento WO 2006/083253.

Como se describe en este documento, el vector puede comprender gen de quimio-resistencia, por ejemplo, el gen
de resistencia a mltiples farmacos mdr1, dihidrofolato reductasa, u O°-alquilguanina-ADN alquiltransferasa. El gen
de quimio-resistencia puede estar bajo el control de un promotor constitutivo (por ejemplo, CMV) o inducible (por
ejemplo, RheoSwitch®). Si se desea tratar una enfermedad en un sujeto manteniendo al mismo tiempo las células
modificadas dentro del sujeto, un médico puede aplicar un agente quimioterapéutico para destruir células enfermas
mientras las células modificas estarian protegidas del agente debido a la expresién de un gen adecuado de quimio-
resistencia y puede continuar usandose para el tratamiento, mejora, o prevencién de una enfermedad o trastorno.
Colocando el gen de quimio-resistencia bajo un promotor inducible, puede evitarse la expresién innecesaria del gen
de quimio-resistencia, aunque aun estara disponible en caso de ser necesario un tratamiento continuado. Si las
células modificadas en si mismas llegan a estar enfermas, aun podrian destruirse induciendo la expresion de un
polipéptido letal como se describe a continuacion.

Los métodos descritos en este documento, se realizan introduciendo los polinucleétidos que codifican el conmutador
génico y el gen exdgeno en células de un sujeto. Puede usarse cualquier método conocido para introducir un
polinucleétido en una célula conocido en la técnica, tal como los descritos anteriormente.

Cuando los polinuclettidos tienen que introducirse en células ex vivo, las células pueden obtenerse de un sujeto
mediante cualquier técnica conocida en la técnica incluyendo, aunque sin limitacion, biopsias, raspado, y retirada de
tejido quirtrgico. Las células aisladas pueden cultivarse durante una cantidad suficiente de tiempo para permitir que
los polinucleétidos se introduzcan en las células, por ejemplo, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 36, 48 horas 0 mas. Los
métodos para cultivar células primarias durante cortos periodos de tiempo son bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, las células pueden cultivarse en placas (por ejemplo, en placas de micropocillos) adheridas o en
suspension.

Para métodos terapéuticos ex vivo, las células se aislan de un sujeto y se cultivan en condiciones adecuadas para
introducir los polinucleétidos en las células. Una vez se han introducido los polinucleétidos en las células, las células
se incuban durante un periodo suficiente de tiempo para permitir que se exprese el factor de transcripcion
dependiente de ligando, por ejemplo, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 18, 0 24 horas o mas. En algin punto
después de la introduccion de los polinucledtidos en las células (antes o después de expresarse niveles
significativos del factor de transcripcion dependiente de ligando), las células se introducen de nuevo en el sujeto. La
reintroduccion puede realizarse por cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, infusion intravenosa o
inyeccion directa en un tejido o cavidad. La presencia de los polinucleétidos en las células puede determinarse antes
de introducirse de nuevo las células en el sujeto. Las células que contienen los polinucleétidos pueden seleccionarse
(por ejemplo, basandose en la presencia de un marcador de seleccion en los polinucleétidos) y se vuelven a
introducir en el sujeto solamente aquellas células que contienen los polinucledtidos. Después de reintroducir las
células en el sujeto, se administra ligando al sujeto para inducir la expresién del polipéptido terapéutico o
polinucledtido terapéutico.

El ligando puede afnadirse a las células incluso antes de reintroducir las células en el sujeto de modo que el
polipéptido terapéutico o polinucleétido terapéutico se exprese antes de la reintroduccion de las células. El ligando
puede administrarse mediante cualquier método adecuado, sistémicamente (por ejemplo, via oral, intravenosa) o
localmente (por ejemplo, via intraperitoneal, intratecal, intraventricular, o inyeccién directa en el tejido u érgano
donde se reintrodujeron las células, por ejemplo, por via intratumoral). La cronologia éptima de administracion de
ligando puede determinarse para cada tipo de célula y enfermedad o trastorno usando solamente técnicas rutinarias.

Los métodos terapéuticos in vivo descritos en este documento implican introduccién directa in vivo de los
polinucleétidos en las células del sujeto. Los polinucleétidos pueden introducirse en el sujeto sistémica o localmente
(por ejemplo, en el sitio de la enfermedad o trastorno). Una vez se han introducido los polinucleétidos en el sujeto, el
ligando puede administrarse para inducir la expresién del polipéptido terapéutico o polinucleétido terapéutico. El
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ligando puede administrarse por cualquier método adecuado, sistémicamente (por ejemplo, por via oral, intravenosa)
o localmente (por ejemplo, por via intraperitoneal, intratecal, intraventricular, o inyeccion directa en el tejido u 6rgano
donde esta sucediendo la enfermedad o trastorno, por ejemplo, por via intratumoral). La cronologia 6ptima de
administracion de ligando puede determinarse para cada tipo de célula y enfermedad o trastorno usando solamente
técnicas rutinarias.

Para uso in vivo use, los ligandos descritos en este documento pueden aceptarse en vehiculos farmacéuticamente
aceptables, tales como, por ejemplo, soluciones, suspensiones, comprimidos, cépsulas, pomadas, elixires, y
composiciones inyectables. Las composiciones farmacéuticas pueden contener del 0,01 % al 99 % en peso del
ligando. Las composiciones pueden ser formas de dosificacion individual o multiple. La cantidad de ligando en
cualquier composicion farmacéutica particular dependera de la dosis eficaz, es decir, la dosis necesaria para
provocar la expresién o supresion génica deseada.

Vias adecuadas para administrar las preparaciones farmacéuticas incluyen oral, rectal, tépica (incluyendo dérmica,
bucal y sublingual), vaginal, parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa, intradérmica, intratecal,
intratumoral, y epidural) y por tubo naso-gastrico. Los especialistas en la técnica entenderan que la via preferida de
administracion dependera de la afeccion que se esté tratando y puede variar con factores tales como el estado del
destinatario.

Como se usa en este documento, el término "rAD.RheolL12" se refiere a un vector de polinucleétido adenoviral que
alberga el gen de IL-12 bajo el control de un conmutador génico del sistema terapéutico RheoSwitch® (RTS), que es
capaz de producir proteina IL-12 en presencia de ligando activador.

Como se usa en este documento, el término "IL-12p70" se refiere a proteina IL-12, que tiene de forma natural dos
subunidades habitualmente mencionadas como p40 y p35. El término IL-12p70 abarca proteinas de fusién que
comprenden las dos subunidades de IL-12 (p40 y p35), donde la proteina de fusiéon puede incluir aminoacidos
enlazadores entre subunidades.

Como se usa en este documento, la expresion "una proteina que tiene la funcién de IL-12" se refiere a una proteina
que tiene al menos un 20 % (por ejemplo, al menos un 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 Y%, 90 %, 95 %, 99 %, 0
100 %) de cualquier bioactividad de IL-12 humana. Las bioactividades de IL-12 son bien conocidas en la técnica e
incluyen, sin limitacion, diferenciacion de células T virgenes en células Th1, estimulacion del crecimiento y funcion
de células T, produccion de interferén-gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-c) a partir de células Ty
citoliticas naturales (NK), reduccion de supresion mediada por IL-4 de IFN-y, potenciacion de la actividad citotoxica
de células NK vy linfocitos T citotoxicos CD8", estimulacion de la expresion de IL-12R-J31 e IL-12R-P2, y actividad
anti-angiogénica. La expresion "una proteina que tiene la funcién de IL-12" abarca mutantes de una secuencia de IL-
12 de tipo silvestre, donde la secuencia de tipo silvestre se ha alterado por una o mas de adicion, delecién, o
sustitucion de aminodcidos, asi como proteinas no IL-12 que imitan una o mas de las bioactividades de IL-12.

Como se usa en este documento, el término "rAd.cIL12" se refiere a un vector de control de polinucleétido adenoviral
que contiene el gen de IL-12 bajo el control de un promotor constitutivo.

Como se usa en este documento, los términos "que activa" o "activar" se refieren a cualquier aumento medible en la
actividad celular de un conmutador génico, que provoca la expresién de un gen de interés (por ejemplo, proteina IL-
12).

Como se usa en este documento, los términos "que trata" o "tratamiento” de una enfermedad se refieren a ejecutar
un protocolo, que puede incluir administrar uno o mas farmacos o células modificadas por ingenieria in vitro a un
mamifero (humano o no humano), en un esfuerzo por aliviar los signos o sintomas de la enfermedad. Por tanto, "que
trata" o "tratamiento” no deben entenderse necesariamente que requieren alivio completo de los signos o sintomas,
no requieren una cura, e incluyen especificamente protocolos que tienen solamente efecto marginal sobre el sujeto.

Como se usa en este documento, "células inmunes" incluyen células dendriticas, macréfagos, neutrofilos,
mastocitos, eosinofilos, basoéfilos, células citoliticas naturales y linfocitos (por ejemplo, células By T).

Como se usa en este documento, las expresiones "células dendriticas" y "DC" se usan de forma intercambiable.

Como se usa en este documento, la expresién "células de soporte de terapia" (TSC) son células que pueden
modificarse (por ejemplo, transfectarse) con el vector de la invenciéon para suministrar la una o mas proteinas que
tienen la funciébn de un inmunomodulador y, opcionalmente, una proteina que tiene la funcion de IL-12, a
microentornos tumorales. Dichas TSC incluyen, aunque sin limitacion, células madre, fibroblastos, células
endoteliales y queratinocitos.

Como se usa en este documento, las expresiones "células dendriticas modificadas por ingenieria in vitro" o

"poblacion modificada por ingenieria in vitro de células dendriticas" o "DC modificadas por ingenieria in vitro" o "una
poblacién de células dendriticas modificadas por ingenieria" o "DC que expresan IL-12" o "DC.RheolL12" se refieren
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a células dendriticas que expresan de forma condicional IL-12 bajo el control de un conmutador génico, que puede
activarse por ligando activador.

Como se usa en este documento, las expresiones "TSC modificadas por ingenieria in vitro" o "poblacién modificada
por ingenieria in vitro de TSC" o "una poblacion de TSC modificadas por ingenieria" o "TSC que expresan un
inmunomodulador" o "TSC que expresan IL-12" se refieren a células de soporte de terapia, por ejemplo, células
madre, fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos, que expresan de forma condicional un inmunomodulador
y/o IL-12 segun pueda ser el caso bajo el control de un conmutador génico, que puede activarse por ligando
activador.

Como se usa en este documento, los términos "MOI" o "multiplicidad de infeccion" se refieren a la cantidad promedio
de particulas adenovirales que infectan una Unica célula en un experimento especifico (por ejemplo, adenovirus
recombinante o adenovirus de control).

Como se usa en este documento, el término "tumor" se refiere a todo crecimiento y proliferacion de células benignas
o malignas in vivo o in vitro, ya sean células y/o tejidos precancerosos o cancerosos.

Ejemplos de cénceres que pueden tratarse de acuerdo con la invencion incluyen cancer de mama, cancer de
préstata, linfoma, cancer de piel, cancer pancreatico, cancer de colon, melanoma, melanoma maligno, cancer de
ovario, cancer de cerebro, carcinoma primario de cerebro, cancer de cabeza y cuello, glioma, glioblastoma, cancer
de higado, cancer de vejiga, cancer pulmonar no microcitico, carcinoma de cabeza o cuello, carcinoma de mama,
carcinoma de ovario, carcinoma pulmonar, carcinoma pulmonar microcitico, tumor de Wilms, carcinoma cervical,
carcinoma testicular, carcinoma de vejiga, carcinoma pancreatico, carcinoma de estémago, carcinoma de colon,
carcinoma prostatico, carcinoma genitourinario, carcinoma de tiroides, carcinoma esofagico, mieloma, mieloma
multiple, carcinoma adrenal, carcinoma de células renales, carcinoma de endometrio, carcinoma de la corteza
adrenal, insulinoma pancredtico maligno, carcinoma carcinoide maligno, coriocarcinoma, micosis fungoide,
hipercalcemia maligna, hiperplasia cervical, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica cronica,
leucemia mielogénica aguda, leucemia mielogénica crénica, leucemia granulocitica crénica, leucemia granulocitica
aguda, leucemia de células pilosas, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma de Kaposi, policitemia vera,
trombocitosis esencial, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, sarcoma de tejido blando; sarcoma
osteogénico, macroglobulinemia primaria, y retinoblastoma, y similares.

La invencion describe la modificacién por ingenieria de DC para expresar de forma condicional una proteina que
tiene la funcion de IL-12 y usos terapéuticos y/o aplicaciones para el tratamiento de cancer o tumores o ambos. Las
DC modificadas por ingenieria in vitro que expresan de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12
son una mejora segura sobre la produccién constitutiva de proteina IL-12. Ademas, la capacidad de controlar la
cronologia y nivel de expresion de IL-12 proporciona control mejorado de la eficacia del tratamiento. Por lo tanto, las
DC modificadas por ingenieria in vitro pueden formularse en composiciones farmacéuticas como agentes
terapéuticos para el tratamiento de un cancer o un tumor en un organismo humano o no humano. Como alternativa,
pueden usarse poblaciones modificadas por ingenieria in vitro de DC o subconjuntos de las mismas como vehiculos
para suministrar de forma condicional produccién de proteina IL-12 a un &rea especifica (tejido normal, cancer, o
tumor) en el cuerpo de un organismo humano o no humano. Las células dendriticas modificadas por ingenieria
también pueden expresar de forma condicional IFN-alfa. Las células dendriticas utilizadas pueden ser células
dendriticas aut6logas o no autélogas. Las células dendriticas pueden aislarse de médula ésea o de la circulacién de
sangre periférica. En pacientes humanos, las poblaciones de células dendriticas pueden aislarse mediante un
procedimiento de leucoféresis, donde se aisla y retira una fraccion de glébulos blancos y se vuelven a infundir otros
componentes sanguineos al paciente.

Se describen en este documento métodos para modificar por ingenieria células inmunes diferentes a DC tales como
macréfagos, neutréfilos, mastocitos, eosindfilos, basoéfilos, células citoliticas naturales, y linfocitos (por ejemplo,
células B y T) para expresar de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12 y usos terapéuticos y/o
aplicaciones para el tratamiento de cancer o tumores o ambos. Las células inmunes modificadas por ingenieria in
vitro diferentes a DC, por ejemplo, macrofagos, neutréfilos, mastocitos, eosindfilos, baséfilos, células citoliticas
naturales, y linfocitos (por ejemplo, células B y T) que expresan de forma condicional una proteina que tiene la
funcion de IL-12 son una mejora segura sobre la produccion constitutiva de proteina IL-12. Ademas, la capacidad de
controlar la cronologia y nivel de expresion de IL-12 proporciona un control mejorado de la eficacia del tratamiento.
Por lo tanto, las células inmunes modificadas por ingenieria in vitro diferentes a DC, por ejemplo, macréfagos,
neutréfilos, mastocitos, eosindfilos, baséfilos, células citoliticas naturales, y linfocitos (por ejemplo, células B y T)
pueden formularse en composiciones farmacéuticas como agentes terapéuticos para el tratamiento de un cancer o
un tumor en un organismo humano o no humano. Como alternativa, las poblaciones modificadas por ingenieria in
vitro de células inmunes diferentes a DC, por ejemplo, macréfagos, neutréfilos, mastocitos, eosindéfilos, basdfilos,
células citoliticas naturales, y linfocitos (por ejemplo, células B y T) o subconjuntos de las mismas pueden usarse
como vehiculos para suministrar de forma condicional produccion de proteina IL-12 a un area especifica (tejido
normal, cancer, o tumor) en el cuerpo de un organismo humano o no humano. Las células inmunes modificadas por
ingenieria diferentes a DC, por ejemplo, macréfagos, neutréfilos, mastocitos, eosinéfilos, baséfilos, células citoliticas
naturales, y linfocitos (por ejemplo, células B y T) también pueden expresar de forma condicional IFN-alfa. Las
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células inmunes utilizadas pueden ser células inmunes autélogas o no autdlogas. Las células inmunes pueden
aislarse de médula 6sea o de la circulacién de sangre periférica. En pacientes humanos, las poblaciones de células
inmunes pueden aislarse mediante un procedimiento de leucoféresis, donde se aisla y retira una fraccion de
glébulos blancos y se vuelven a infundir otros componentes sanguineos al paciente.

Como se describe en este documento, las células dendriticas pueden prepararse transfectando células madre
hematopoyéticas humanas con un vector de la invencion que expresa una proteina que tiene la funciéon de IL-12, y
diferenciando la célula madre transfectada para dar una célula dendritica. Véase la patente de Estados Unidos
6.734.014.

En una realizacion, un vector adenoviral de acido nucleico (rAd.RheolL12) que contiene un conmutador génico,
donde las secuencias codificantes para VP16-RXR y Gal4-EcR estan separadas por la secuencia del sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES) de EMCV se insert6 en el vector lanzadera adenoviral bajo el control del promotor de
ubiquitina C humana. Las secuencias codificantes para las subunidades p40 y p35 de IL12 separadas por una
secuencia IRES, y colocadas bajo el control de un promotor inducible sintético, se insertan cadena arriba del
promotor de ubiquitina C.

En otra realizacion, la invencion describe un vector lanzadera que porta unidades de transcripcion (VP16-RXR y
Gal4-EcR) para las dos proteinas de fusion y subunidades inducibles de IL-12 recombinadas con la estructura
adenoviral (AdEasy1) en células de E. coli BJ5183. Después de certificar el clon recombinante, el plasmido que
porta el genoma rAd.RheolL12 se cultiva en y se purifica a partir de células XL10-Gold, se retira por digestién de la
estructura del plasmido y se compacta por transfeccion en células HEK 293.

En una realizacion particular, la reserva viral primaria resultante se amplifica por re-infeccién de células HEK 293 y
se purifica por centrifugacién en gradiente de densidad de CsCl.

En una realizacion el gen de IL-12 es una secuencia génica de IL-12 de tipo silvestre. En otra realizacion, el gen de
IL-12 es una secuencia génica modificada, por ejemplo, una secuencia quimérica o una secuencia que se ha
modificado para usar codones preferidos.

En una realizacion, el gen de IL-12 es la secuencia de IL-12 de tipo silvestre humana. En otra realizacién, la
secuencia es al menos un 85 % idéntica a la secuencia de IL-12 humana de tipo silvestre, por ejemplo, al menos un
90 %, 95 %, 0 99 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre. En una realizacién mas, la secuencia génica de IL-12
codifica un polipéptido IL-12 humano. En otra realizacion, el gen codifica un polipéptido que es al menos un 85 %
idéntico a IL-12 humana de tipo silvestre por ejemplo, al menos un 90 %, 95 %, 0 99 % idéntico a IL-12 humana de
tipo silvestre.

En una realizacion, el gen de IL-12 es la secuencia de IL-12 de raton de tipo silvestre. En otra realizacién, la
secuencia es al menos un 85 % idéntica a IL-12 de ratén de tipo silvestre, por ejemplo, al menos un 90 %, 95 %, o
99 % idéntica a IL-12 de raton de tipo silvestre. En una realizacion mas, la secuencia génica de IL-12 codifica el
polipéptido IL-12 de raton. En otra realizacién, el gen codifica un polipéptido que es al menos un 85 % idéntico a IL-
12 de rat6n de tipo silvestre, por ejemplo, al menos un 90 %, 95 %, 0 99 % idéntico a IL-12 de ratén de tipo silvestre.

La descripcion describe un método para producir una poblacion de DC modificadas por ingenieria in vitro que
expresan de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12, comprendiendo el método las etapas de:
(a) modificar al menos una parte de DC, por ejemplo, DC derivadas de médula ésea, introduciendo en dichas DC un
vector que alberga un conmutador génico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina
que tiene la funcion de IL-12, produciendo de este modo dicha poblacién de DC modificadas por ingenieria in vitro
que son capaces de tratar o prevenir una enfermedad.

Como se describe en este documento, es un método para producir una poblaciéon de células inmunes modificadas
por ingenieria in vitro diferentes a DC, por ejemplo, macréfagos, neutréfilos, mastocitos, eosindfilos, basofilos,
células citoliticas naturales y linfocitos (por ejemplo, células B y T) o TSC que expresan de forma condicional una
proteina que tiene la funcién de IL-12, comprendiendo el método las etapas de: (a) modificar al menos una parte de
las células inmunes diferentes a DC o TSC introduciendo en dichas células inmunes diferentes a DC o TSC un
vector que alberga un conmutador génico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina
que tiene la funcidén de IL-12, produciendo de este modo dicha poblacién de células inmunes modificadas por
ingenieria in vitro diferentes a DC o TSC que son capaces de tratar o prevenir una enfermedad.

En otras realizaciones, la invencion describe el aislamiento y enriquecimiento de DC, células inmunes diferentes a
DC o TSC. Las DC pueden aislarse de médula 6sea de seres humanos, ratones, u otros mamiferos. Las células
dendriticas pueden aislarse de la sangre de seres humanos, ratones u otros mamiferos. En pacientes humanos, las
poblaciones de células dendriticas pueden aislarse mediante un procedimiento de leucoféresis conocido en la
técnica, donde se aisla y retira una fraccién de glébulos blancos y se vuelven a infundir otros componentes
sanguineos al paciente. En una realizacion, las DC se obtienen de médula 6sea murina como se ha descrito
previamente (Tatsumi et al., 2003). En resumen, se cultiva médula ésea (BM) de ratén de tipo silvestre o EGFP Tg
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en medio condicionado (CM) suplementado con 1000 unidades/ml de factor estimulador de colonias de
granulocitos/macréfagos murino recombinante y mlL-4 recombinante (Peprotech, Rocky Hill, NJ) a 37 °C en una
incubadora humidificada, de CO; al 5 % durante 7 dias. Después se aislan las DC CD11c", por ejemplo, usando
perlas MACSTM especificas, segun las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Las DC CD11c*
producidas de este modo eran >95 % puras basado en la morfologia y co-expresion de los antigenos CD11b, CD40,
CD80, y MHC clase | y clase II.

Una realizacién de la invencion proporciona el uso de DC modificadas por ingenieria que expresan de forma
condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12 adecuadas para aplicaciones terapéuticas para el tratamiento
de cancer, o tumores o0 ambos como terapia génica en organismo humano o no humano. En otra realizacion de la
invencion se proporcionan DC modificadas por ingenieria que expresan de forma condicional una proteina que tiene
la funcion de IL-12 y/o una proteina que tiene la funcion de IFN-alfa adecuadas para aplicaciones terapéuticas para
el tratamiento de cancer, o tumores o ambos como terapia génica en organismo humano o no humano.

En una realizacién, la invencién describe DC modificadas por ingenieria que contienen un conmutador génico.

En otra realizacién, la invencién describe un método para tratar tumores en un mamifero que comprende administrar
una cantidad eficaz de un ligando diacilhidrazina.

En otra realizacién, la invencién describe un método para tratar tumores en un mamifero que comprende administrar
una cantidad eficaz de RG-115830 o RG-115932.

En otra realizacion, la invencién describe kits que comprenden células dendriticas modificadas por ingenieria para
contener un conmutador génico y que comprenden un ligando que activa el conmutador génico.

En otra realizacion, la invencién describe kits que comprenden células dendriticas modificadas por ingenieria para
contener un conmutador génico y que comprenden una composicién que contiene RG-115830 o RG-115932.

En otra realizacién, la invencion usa DC modificadas por ingenieria, células inmunes diferentes a DC, o TSC que
contienen al menos una parte de un receptor de ecdisona. En otra realizacion, la invencién usa DC modificadas por
ingenieria, células inmunes diferentes a DC, o TSC que contienen un conmutador génico basado en receptor de
ecdisona. En otra realizacion, la invenciéon usa DC modificadas por ingenieria, células inmunes diferentes a DC, o
TSC que contienen RheoSwitch. En otra realizacion, la invencién describe un kit que comprende DC modificadas por
ingenieria, células inmunes diferentes a DC, o TSC que contienen un conmutador génico y un ligando que modula el
conmutador génico. En otra realizacién, los kits comprenden adicionalmente un ligando diacilhidrazina. En otra
realizacién, el kit comprende adicionalmente RG-115830 o RG-115932.

También se describe en este documento una poblacion modificada por ingenieria de DC. DC cultivadas en el dia 7
no se trataron, se infectaron con adenovirus recombinante que codifica IL-12p70 murina dirigida por un promotor
constitutivo (rAd.clL12) o inducible (rAd.RheolL12), o se infectaron con vector adenoviral de control simulado
(rAd¥5), sobre un intervalo de multiplicidad de infeccién (MOI). Después de 48 h, las DC infectadas se recogieron y
analizaron para el fenotipo y para la produccion de IL-12p70 usando un kit de ELISA especifico (BD-PharMingen,
San Diego, CA), con un nivel inferior de deteccion de 62,5 pg/ml.

En otra realizacion, la invencién proporciona el uso de una poblacién modificada por ingenieria in vitro de DC,
células inmunes diferentes a DC, o TSC que comprenden un vector, por ejemplo, un vector de ADN, que tiene un
conmutador génico capaz de expresar de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12, y que
comprenden adicionalmente ligando activador. En otra realizacion, la invencién proporciona el uso de una poblacién
modificada por ingenieria in vitro de DC, células inmunes diferentes a DC, o TSC que comprenden un vector que
tienen un conmutador génico capaz de expresar de forma condicional una proteina que tiene la funcion dellL-12 y/o
una proteina que tiene la funcién de IFN-alfa, y que comprenden adicionalmente ligando activador.

En una realizacién mas, la invencién describe un método para tratar cancer, por ejemplo, melanoma o glioma,
administrando DC modificadas por ingenieria, células inmunes diferentes a DC, o TSC a un paciente y después
administrando un ligando activador, tal como RG-115919, RG-115830 o RG-115932, a dicho paciente. El paciente
puede ser un ser humano o un animal con cancer. Los métodos y productos de tratamiento, células modificadas por
ingenieria, kits, y ligandos tienen aplicacién en terapia en seres humanos y en terapia veterinaria en animales. Por lo
tanto, los productos y métodos se contemplar para usarse para propdsitos humanos y de veterinaria animal.

La invencién describe que expresién condicional de proteina IL-12 en DC (mencionadas como DC.RheolL12),
células inmunes diferentes a DC, o TSC puede superar el impacto inmunolégico de IL-12 de forma prematura dentro
de la lesion tumoral y después dentro de los ganglios linfaticos de drenaje tumoral que no podia resolverse con
respecto al resultando terapéutico con esquemas convencionales de terapia génica. Se ha descubierto
adicionalmente que la cronologia de expresion de IL-12 después de la administracion de DC modificadas por
ingenieria, células inmunes diferentes a DC, o TSC es critica para el tratamiento satisfactorio del cancer.
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En un aspecto, la invencién describe una composicién farmacéutica adecuada para administracion a un ser humano
o un animal no humano que comprende una poblacion de DC modificadas por ingenieria in vitro, células inmunes
diferentes a DC, o TSC que expresan de forma condicional una proteina que tiene la funcién de IL-12, o que
expresan de forma condicional IL-12 y/o IFN-alfa, donde la formulacion es adecuada para administracion por
administracion intratumoral. La invencién proporciona adicionalmente una composicién farmacéutica que comprende
un ligando activador, tal como RG-115830 o RG-115932, donde la composicién es adecuada para administracion
por administracién intraperitoneal, oral, o subcuténea.

En la realizacion particular descrita en este documento, la invenciéon describe un método para tratar un tumor, que
comprende:

a. administrar por via intratumoral en un mamifero las DC modificadas por ingenieria in vitro descritas
anteriormente; y
b. administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador.

Por ejemplo, la invencién describe un método para tratar un tumor, que comprende las etapas en orden de:

a. proporcionar DC modificadas por ingenieria in vitro;
b. administrar por via intratumoral en un mamifero dichas DC modificadas por ingenieria in vitro; y
c. administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador.

También se describe en este documento un método para tratar un tumor, que comprende:

a. administrar por via intratumoral en un mamifero las células inmunes modificadas por ingenieria in vitro
diferentes a células dendriticas, por ejemplo, macréfagos, neutréfilos, mastocitos, eosindfilos, baséfilos, células
citoliticas naturales y linfocitos (por ejemplo, células B y T) o células de soporte de terapia, que se han descrito
anteriormente; y

b. administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamente eficaz de un ligando activador.

En una realizacién, las DC modificadas por ingenieria in vitro, células inmunes diferentes a DC o TSC se administran
una vez. En otra realizacién, las DC, células inmunes diferentes a DC o TSC se administran mas de una vez si la
administracion Unica demuestra ser segura y bien tolerada y fuera beneficioso para el paciente inyecciones
adicionales. Los criterios de retratamiento es que la enfermedad del sujeto sea estable o muestre signos clinicos (es
decir, escaneres CT (regresion del tumor o tumores), quimica sérica, analisis de orina, hematologia, signos vitales,
disminucion en el diametro del tumor, etc.) o subjetivos (es decir, estado ECOG mejorado, etc.) de mejora. El
retratamiento puede iniciarse a las 1,2, 3 6 4 semanas, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,6 12 meses,01,2,3,4065
afos del primer tratamiento.

La eficacia y seguridad de multiples dosis del transgén pueden evaluarse por biopsias de aspiracion con aguja fina
del tumor y ganglios linfaticos de drenaje asociados. Estos pueden recogerse en el dia -12 a -7 y el dia 14 del
periodo de retratamiento para evaluacion in vivo de expresion transgénica de hiL-12 y respuesta inmune celular. Las
biopsias pueden evaluarse por microscopia éptica convencional e inmunohistoquimica para evaluar la infiltracién
celular de células T en el tumor y ganglios linfaticos de drenaje, puede usarse RT-PCR sobre ARN con cebadores
disefados apropiadamente. Puede extraerse sangre para un perfil de citoquinas séricas en el dia-12a -7, el dia 8y
el dia 14 del periodo de retratamiento. Puede obtenerse un perfil de citoquinas séricas para determinar si la
expresion de otras citoquinas esta afectada por el tratamiento con el transgén de hilL-12. Puede hacerse ensayo
combinado de citoquinas en el suero por Luminex para IL-12, INF-gamma, IP-10, y otras citoquinas Th1/Th2 tales
como IL-1, TNF-alfa, IL-4, IL-5, e IL-10.

El ligando activador puede administrarse sustancialmente al mismo tiempo que las DC modificadas por ingenieria in
vitro, células inmunes diferentes a DC, o TSC, por ejemplo, en una hora antes o después de la administracion de las
células. En una realizacion, el ligando activador se administra a las 0 menos de aproximadamente 24 horas después
de la administracién de las DC modificadas por ingenieria in vitro, células inmunes diferentes a DC, o TSC. Como se
describe en este documento, el ligando activador se administra a las 0 menos de aproximadamente 48 horas
después de las DC modificadas por ingenieria in vitro, células inmunes diferentes a DC, o TSC. En otra realizacion,
el ligando es RG-115932. En otra realizacion, el ligando se administra a una dosis de aproximadamente 1 a 50
mg/kg/dia. En otra realizacién, el ligando se administra a una dosis de aproximadamente 30 mg/kg/dia. En una
realizacién, el ligando se administra diariamente durante un periodo de 5 a 28 dias. En otra realizacién, el ligando se
administra diariamente durante un periodo de 14 dias. En otra realizacion, se administran aproximadamente 1 x 10°
a1 x 108 células. En otra realizacién, se administran aproximadamente 5 x 107 células.

Para demostrar una terapia génica mediada por IL-12 eficaz, se usa un sistema de expresion de ADNc de IL-12
condicional que permite la activacién de la produccion de IL-12 por células DC.RheolL12 en diversos momentos
puntuales después de inyeccion intratumoral. Basandose en los resultados en el modelo de melanoma B16 agresivo
en ratones C57BL/6, se hicieron las siguientes conclusiones: 1) se secretan niveles elevados de IL-12 a partir de
DC.RheolL12 en presencia del ligando activador RG-115830 pero no en ausencia del ligando; 2) la terapia basada
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en DC.RheolL12 intratumoral es tan eficaz como la terapia basada en DC.cIL12 intratumoral siempre que RG-
115830 se administre a animales tratados en 24 h desde la inyeccion de DC (y en momentos puntuales posteriores
de provision de ligando, la terapia RG-115830 falla); 3) la expresion de IL-12 en DC parece prolongar la
supervivencia de estas células en el microentorno tumoral y estd asociada con cantidades mayores de DC
inyectadas por via intratumoral que migran a ganglios linfaticos de drenaje tumoral; y 4) la correlacion inmune mas
fuerte con el resultado de terapia es el nivel de células T CD8" especificas de tumor cebadas de forma cruzada por
la terapia y no la cantidad de DC inyectadas sostenida en el microentorno tumoral. Globalmente, estos datos
sugieren que las terapias basadas en DC.IL12 probablemente triunfan basandose en su influencia positiva sobre los
efectores aferentes (de cebador cruzado) de células T CD8" de Tipo-1 y no sobre eventos eferentes posteriores,
tales como reclutamiento mediado por DC inyectadas de células T anti-tumorales en el microentorno tumoral, etc.

Antes de la inyeccioén intratumoral, las células (células inmunes o TSC) pueden tratarse con un factor para estimular
la actividad de las células. Por ejemplo, las células pueden tratarse con una molécula co-estimuladora tal como
molécula co-estimuladora positiva incluyendo OX40L, 4-1BBL, CD40, CD40L, GITRL, CD70, LIGHT o ICOS-L o una
molécula co-estimuladora negativa tal como anticuerpos anti-CTLA4, anti-PD-L1 o anti-PD-L2. Por ejemplo, las
células (por ejemplo, DC, células inmunes o TSC) pueden incubarse con una célula que expresa una o mas
moléculas co-estimuladoras, por ejemplo, células de linfoma J588 que expresan la molécula ligando CD40. En otra
realizacién, las células (células inmunes o TSC) pueden tratarse con una contra-molécula supresora inmune
(inhibidor de tolerancia) tal como anticuerpos anti-TGF-beta (para inhibir la sefalizacion TGF dentro del micro-
entorno), anticuerpos anti-IL10, TGF-beta RILDN (para inhibir la sefializacion TGF dentro de células modificadas con
genes), IL-10R DN, dnFADD (para inhibir las vias de muerte celular dentro de las células), anticuerpos anti-SOCS1,
ARNip o sefiuelo (para inhibir la sefializacion supresora de citoquinas dentro de las células), o anticuerpos anti-TGF-
alfa.

La produccién de IL-12 a partir de DC y otras células presentadoras de antigeno actta sobre células T CD4" y CD8*
para sesgarlas en un fenotipo de tipo Th1 o Tc1, respectivamente. Por lo tanto, es posible medir el efecto de IL-12
sobre una poblacién de células midiendo el nivel de expresion o actividad de la citoquina tipo Th1/Tc1, IFN-y en una
muestra biolégica de un paciente.

Como se describe en este documento, es un método para determinar la eficacia de un régimen terapéutico basado
en DC modificadas por ingenieria in vitro, células inmunes diferentes a DC o TSC en un paciente con cancer, que
comprende:

a. medir el nivel de expresion o el nivel de actividad o ambos de interferon-gamma (IFN-y) en una primera
muestra biol6gica obtenida de un paciente humano antes de la administracion de DC modificadas por ingenieria
in vitro, células inmunes diferentes a DC, o TSC, generando de este modo a nivel de control;

b. administrar por via intratumoral a dicho paciente las DC modificadas por ingenieria in vitro, células inmunes
diferentes a DC, o TSC;

c¢. administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de ligando activador;

d. medir el nivel de expresién o el nivel de actividad o ambos de IFN-y en una segunda muestra biolégica
obtenida de dicho paciente en un momento después de la administracion de dicho ligando activador, generando
de este modo datos para un nivel de ensayo;y

e. comparar el nivel de control con el nivel de ensayo de IFN-y, donde datos que muestran un aumento en el nivel
de expresioén, actividad, o ambos de IFN-y en el nivel de ensayo respecto al nivel de control indican que el
régimen de tratamiento terapéutico es eficaz en dicho paciente.

Como se describe en este documento, es un método para determinar la eficacia de un régimen terapéutico basado
en células inmunes modificadas por ingenieria in vitro diferentes de DC o TSC en un paciente con cancer, que
comprende:

a. medir el nivel de expresion o el nivel de actividad o ambos de interferon-gamma (IFN-y) en una primera
muestra bioldgica obtenida de un paciente humano antes de la administracion de células inmunes modificadas
por ingenieria in vitro diferentes a DC o TSC, generando de este modo un nivel de control;

b. administrar por via intratumoral a dicho paciente células inmunes modificadas por ingenieria in vitro diferentes
aDC o TSC;

c¢. administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de ligando activador;

d. medir el nivel de expresién o el nivel de actividad o ambos de IFN-y en una segunda muestra biolégica
obtenida de dicho paciente en un momento después de la administracion de dicho ligando activador, generando
de este modo datos para un nivel de ensayo; y

e. comparar el nivel de control con el nivel de ensayo of IFN-y, donde datos que muestran un aumento en el nivel
de expresién, actividad, o ambos de IFN-y en el nivel de ensayo respecto al nivel de control indican que el
régimen de tratamiento terapéutico es eficaz en dicho paciente.

El término "sujeto" significa un insecto, planta o animal intacto. También se prevé que los ligandos funcionaran
igualmente bien cuando el sujeto sea un hongo o levadura. Se entiende que el término "sujeto” es cualquier sujeto,
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particularmente un sujeto mamifero, para el cual se desea diagndstico, pronéstico, o terapia. Mamifero incluye,
aunque sin limitacién, seres humanos, animales domésticos, animales de granja, animales de zooldgico tales como
0so0s, animales deportivos, animales de compafia tales como perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratones,
caballos, ganado vacuno, 0sos, vacas; primates tales como simios, monos, orangutanes, y chimpancés; canidos
tales como perros y lobos; félidos tales como gatos, leones, y tigres; équidos tales como caballos, burros, y cebras;
animales para alimentacion tales como vacas, cerdos, y ovejas; ungulados tales como ciervos y jirafas; roedores
tales como ratones, ratas, hamsteres y cobayas; y etc. En ciertas realizaciones, el animal es un sujeto humano.

El término "animal" pretende abarcar una "animal" singular asi como "animales" plurales y comprende mamiferos y
aves, asi como peces, reptiles, y anfibios. El término animal también abarca animales de modelo, por ejemplo,
animales de modelo de enfermedad. En algunas realizaciones, el término animal incluye animales valiosos,
econémicamente o de otro modo, por ejemplo, ganado de cria econémicamente importante, animales de carreras,
animales de exhibicién, animales de coleccion, animales raros o en peligro, o animales de compania. En particular,
el mamifero puede ser un sujeto humano, un animal para alimentacién o un animal de compafiia.

Como se usa en este documento, un "mamifero que lo necesita" se refiere a un mamifero para el cual es deseable
tratar, es decir, reducir el tamafno de un tumor o eliminar un tumor.

El método descrito en este documento depende de la captura del antigeno tumoral por las células dendriticas
inyectadas por via intratumoral desde el entorno tumoral y el cebador de las células T en los ganglios linfaticos de
drenaje para desarrollar una respuesta de células T especifica de tumor. Por lo tanto, la DC debe estar en un estado
de alta actividad endocitica en el momento de inyeccion intratumoral para un éptimo beneficio terapéutico. Se ha
establecido bien que las DC inmaduras preparadas a partir de monocitos CD14" por tratamiento con GM-CSF e IL-4
durante aproximadamente 6-7 dias son de fenotipo inmaduro y muestra una elevada tasa de endocitosis (Cella et al.
1999; Gilboan, 2007). La maduracién de las DC esta asociada con la supresién de la actividad endocitica. La IL-12
ha demostrado actuar sobre las DC inmaduras y senalizar la expresién de factores que inducen la maduracion
(Nagayama et al. 2000). Por lo tanto, usando el RTS, es posible optimizar el resultado terapéutico humano
retardando la expresion de IL-12 en las DC transducidas hasta que se inyecten en el tumor. Como un sistema de
expresion constitutiva carece de esta capacidad de controlar de forma temporal la expresion, la accion autocrina de
la IL-12 producida y el curso resultante de maduraciéon no pueden controlarse (Mazzolini et al. 2005). Ademas, la
invencion que ensayara el funcionamiento de un sistema regulado de expresion génica en sujetos humanos puede
encontrar aplicacién del sistema en otras areas de terapia génica humana.

Sin el deseo de limitarse a teoria alguna, se espera que la invencién soporte el uso de terapia génica basada en DC
modificadas por ingenieria in vitro, células inmunes diferentes a DC o TSC administradas por via intratumoral en el
entorno clinico, centrandose en la respuesta clinica objetivo como criterio de valoracién principal del estudio, y las
células T CD8" anti-tumores cebadas de forma cruzada (que producen IFN-y) como criterio de valoracion secundario
del estudio. Los datos revelan que la capacidad de activar y desactivar la expresion de IL-12 in vivo ahade un
elemento de seguridad y control terapéutico al tratamiento porque tanto la cronologia como el nivel de expresion de
IL-12 pueden controlarse mediante la administracion de ligando, y ademas porque se espera que la cronologia de la
expresion de IL-12 sea critica para la eficacia terapéutica del método.

La invencién soporta adicionalmente las aplicaciones terapéuticas de células modificadas por ingenieria in vitro con
genes de interés expresados de forma condicional como enfoques innovadores para el tratamiento eficaz y eficiente
de enfermedades humanas.

En caso de conflicto entre cualquier contenido o sugerencia de cualquier referencia citada en este documento y la
memoria descriptiva, prevalecera la Ultima, para los propoésitos de la invencion.

Ahora se describiran realizaciones especificas de acuerdo con los métodos de la invencion en los siguientes
ejemplos, que se proporcionan con fines de ilustracién y no pretenden limitar el alcance de la presente invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1

DC.RheolL12 produce de forma condicional elevados niveles de IL-12p70 en respuesta a ligando RG-115830 in vitro
1.1 Materiales y métodos

1.1.1 Ratones

Se adquirieron ratones hembra de 6-8 semana de edad C57BL/6 de tipo silvestre y C57BL/6-TgN(ACTbEGFP)

10sb/J EGFP Tg del Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) y se mantuvieron en jaulas micro-aislantes. Los animales
se manipularon de acuerdo con las recomendaciones para el apropiado cuidado y uso de animales de laboratorio.
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1.1.2 Lineas celulares

Las lineas celulares H-2b de melanoma B16 y timoma EL-4, singénicas a ratones C57BL/6 se han descrito
previamente (ltoh et al., 1994). Las lineas celulares se mantuvieron en CM (RPMI 1640 suplementado con suero
bovino fetal inactivado por calor al 10 %, 100 unidades/ml| de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, y L-glutamina
10 mM; todos los reactivos de Invitrogen, Carlsbad, CA) en una incubadora humidificada al 5 % de CO. y 37 °C.

1.1.3 Generacion de células dendriticas (DC)

Las DC se generaron a partir de médula 6sea murina como se ha descrito previamente (Tatsumi et al., 2003). En
resumen, se cultivd BM de ratéon de tipo silvestre o EGFP Tg en CM suplementado con 1000 unidades/ml de factor
estimulador de colonias de granulocitos/macréfagos murino recombinante y mIL-4 recombinante (Peprotech, Rocky
Hill, NJ) a 37 °C en una incubadora humidificada, al 5 % de CO.durante 7 dias. Las DC CD11c" después se aislaron
usando perlas MACSTM especificas, seguin el protocolo del fabricante (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Las DC CD11¢*
producidas de esta manera eran >95 % puras basado en la morfologia y co-expresion de los antigenos CD11b,
CD40, CD80, y MHC clase | y clase II.

1.1.4 Vectores virales

El vector adenoviral de control rAd¥5 y rAd.clL12, que codifican mlIL-12 dirigido por un promotor CMV (Tatsumi et
al., 2003), se produjeron y proporcionaron por la University of Pittsburgh Cancer Institute's Vector Core Facility.

El vector rAd.RheolL12 se produjo del siguiente modo. Las secuencias codificantes de VP16-RXR y Gal4-EcR
separadas por la secuencia del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) de EMCV se insertaron en el vector
lanzadera adenoviral bajo el control del promotor de ubiquitina C humana. Posteriormente, las secuencias
codificantes de las subunidades p40 y p35 de IL12 separadas por una secuencia IRES, y colocadas bajo el control
de un promotor inducible sintético, se insertaron cadena arriba del promotor de ubiquitina C (véase la FIG. 1). El
funcionamiento del sistema mediante la expresién de las dos proteinas de fusion (VP-16 RXR frente a Gal4-EcR)
bajo promotores diferentes de fuerzas variables mostré que una mayor proporcion VP16-RXR a Gal4-EcR daba el
mejor funcionamiento. Por tanto, VP-16 RXR cadena arriba del IRES y Gal-4 EcR cadena abajo dieron
funcionamiento éptimo que el disefio contrario.

El vector lanzadera que porta estas unidades de transcripcion para las dos proteinas de fusion y las subunidades
inducibles de IL12 se recombinaron con la estructura adenoviral (AdEasyl, stratagene La Jolla, CA) en células de E.
coli BJ5183. Después de verificar el clon recombinante, el plasmido que porta el genoma rAd.RheolL12 se cultivé en
y se purificéd de células XL10-Gold, se retird por digestion la estructura plasmidica y se compacto por transfeccion en
células HEK 293.

La reserva viral primaria resultante se amplificé por re-infeccion de células HEK 293 y se purificd por centrifugacion
en gradiente de densidad de CsCl.

1.1.5 ELISA

Las DC cultivadas en el dia 7 no se trataron, se infectaron con Ad recombinantes que codifican IL-12p70 murina
dirigida por un promotor constitutivo (rAd.clL12) o inducible (rAd.RheolL12), o se infectaron con vector de control
simulado rAd¥5, sobre un intervalo de MOI. En diversos momentos puntuales después de esto (0 - 48 h), las DC
después se cultivaron en ausencia o presencia de un ligando activador (10 - 200 pg/ml) durante 24 h adicionales
antes del analisis de secrecion de IL-12p70 usando un kit ELISA especifico (BDPharMingen, San Diego, CA; nivel
inferior de deteccion = 62,5 pg/ml). En algunos casos, para discernir la rigurosidad de la produccién condicional de
citoquinas, las DC infectadas con rAd.RheolL12 (es decir DC.RheolL12), que se habian pretratado con el ligando
activador, se lavaron del ligando y se cultivaron en medio de control durante 24 h adicionales antes del analisis de
secrecion de IL-12p70. Como alternativa, después de 48 h, las DC infectadas se recogieron y analizaron para el
genotipo y para la produccién de IL-12p70 usando el kit ELISA (BD-PharMingen, San Diego, CA), con un nivel
inferior de deteccion de 62,5 pg/ml.

1.1.6 Citometria de flujo

Para el analisis fenotipico de DC infectadas por adenovirus, se usaron mAb conjugados con PE o FITC contra
moléculas de superficie celular de ratéon (CD11b, CD11¢c, CD40, CD54, CD80, CD86, H-2Kd, I-Ad (todas de BD-
PharMingen)) y controles apropiados de isotipo, y se realizé analisis citométrico de flujo usando un citometro de flujo
FACscan (Becton Dickinson, San Jose, CA).

1.2 Resultados

1.2.1 DC derivadas de BM murina infectadas con Rheo-IL12 producen de forma condicional elevados niveles de IL-
12p70 cuando se tratan con ligando in vitro.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2531522713

DC cultivadas de BM de ratén C57BL/6 (B6) durante 7 dias en presencia de rmIL-4 y rmGM-CSF se dejaron sin
tratar, o se infectaron a diversas MOI con rAd.W5 de control, rAd.cIL-12 (que codifica mIL-12p70 bajo un promotor
constitutivo CMV) o rAd.RheolL12 (que codifica IL-12 p70 bajo un promotor condicional sensible al ligando de
molécula pequefia RG-115830). Cuarenta y ocho horas después de la infeccion, las DC se cultivaron en ausencia o
presencia de RG-115830 durante 24 h adicionales, momento en el cual se recogieron los sobrenadantes de cultivo
para la cuantificacion de la produccion de IL-12p70 por ELISA. Como se muestra en la FIG. 2A, las DC no infectadas
de control o las DC infectadas con Ad.W5 en ausencia o presencia de farmaco exdgeno no lograron producir niveles
elevados de IL-12p70 en comparacién con DC infectadas con rAd.clL12 (DC.clL12). Las DC infectadas con
rAd.RheolL-12 (DC.RheolL12) solamente produjeron IL-12p70 cuando se trataron con RG-115830 (véase la FIG. 2A
y 2B). Basandose en los resultados de experimentos de "criss-cross”, la produccion 6ptima por DC infectadas de IL-
12p70 sucedié usando una MOI de 100, con células tratadas con 50-200 pg/ml de RG-115830 (FIG. 2A). La
provision retardada de RG-115830 a DC.RheolL12 durante hasta 48 h no produjo ninguna produccion
significativamente reducida de IL-12p70 en comparacion con la adicién de este ligando en el momento puntual 0 h in
vitro (FIG. 2B). Finalmente, la retirada del ligando silencié de forma precisa la capacidad de DC.RheolL12
(previamente activada por ligando) de continuar produciendo niveles elevados de IL-12p70 in vitro (FIG. 2C).

Ejemplo 2

Administracion intratumoral de células dendriticas modificadas por ingenieria in vitro a animales
2.1 Métodos y materiales

2.1.1 Modelo de tumor B16

Ratones B6 recibieron inyeccion subcutanea de 1 x 10° células de melanoma B16 en el flanco derecho en el dia 0.
En el dia 7, los tumores alcanzaron un tamano de aproximadamente 20-30 mm? y los ratones se trataron con
inyecciones i.t. de PBS 0 1 x 10°® de DC de control frente a transducidas con adenovirus (MOI = 100) en un volumen
total de 50 pul de PBS. Los ratones también recibieron inyecciones i.p. de 200 ug de RG-115830 (en 50 ul de DMSO)
frente a control de vehiculo DMSO que se iniciaron a las 0 h, 24 h 0 48 h después de la administracién de DC, como
se indica. Después del inicio, los ratones recibieron un total de 5 inyecciones intraperitoneales diarias consecutivas
de RG-115830 a esta dosis. En experimentos adicionales, se administr6 ligando empezando en el dia de inyeccion
de DC y después se termin6 1, 3 0 5 dias después de la inyeccion de DC para discernir si un cese prematuro de la
promocién del transgén de IL-12p70 reducia los beneficios terapeutlcos de este enfoque. En todos los casos, el
tamafo del tumor se evalubé cada 3 6 4 dias y se registré6 en mm? determinando el producto de los diametros
perpendiculares mas grandes medidos por calibres vernier. Los datos se presentan como el area promedio del tumor
+ DT. Todas las cohortes de animales contenian 5 ratones/grupo.

En experimentos indicados, Ios animales que quedaron libres de tumor (45 dias) post-terapia se re-expusieron a las
células de melanoma B16 (10° células inyectadas en eI flanco izquierdo, es decir contralateral al sitio original de
exposicion a B16) y de carcinoma de colon MC38 (10° células en el flanco derecho) para discernir la presencia y
especificidad de inmunidad de memoria en estos ratones. Todos los datos se presentaron como el area promedio
del tumor + DT. Todas las cohortes de animales contenian 5 ratones/grupo.

Para evaluar el destino y la funcién de las DC inyectadas, se generaron DC CD11c¢" derivadas de BM de 7 dias a
partir de ratones C57BL/6-TgN(ACTbEGFP)10sb/J EGFP Tg. Las DC EGFP* CD11c¢" se dejaron sin infectar o se
infectaron con V|rus rAd, como se ha indicado anteriormente. Cuarenta y ocho horas después de la infeccién, se
recogieron 1 x 10° DC de control o infectadas con virus, se lavaron en PBS, y se inyectaron en lesiones de tumor
B16 del dia 7 establecidas en ratones B6 singénicos. Tres dias después de la inyeccion de DC, se extirparon los
tumores y ganglios linfaticos inguinales de drenaje (LN), se fijaron durante 1 h en paraformaldehido al 2 % (en PBS),
y después se crioprotegieron en sacarosa al 30 % en PBS antes de congelarse rapidamente en isopentano enfriado
con nitrégeno liquido. Después se generaron secciones congeladas de cinco micrometros y se tifieron con contraste
con 2 mg/ml de Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 3 min. Las secciones lavadas después se
montaron en Gelvatol (Monsanto Chemical Co., St. Louis, MO) y se observaron usando un microscopio Olympus
BX51 equipado con un dispositivo de camara a color acoplado de carga enfriada.

2.1.2 Evaluacion de respuestas especificas de células T CD8" contra melanoma B16

Se aislaron células T CD8" combinadas hasta una pureza de >95 % de los bazos de 2 ratones tratados/grupo 25
dias después de la inoculacion de tumor usando cIaS|f|caC|on celular con perlas magnéticas (MACSTM; Miltenyi
Biotec) y después se co-cultivaron (1 x 105/p00|llo) con 1 x 10* células tumorales irradiadas (10.000 radianes) B16 o
EL-4. Después de 48 h de incubacién, los sobrenadantes de cultivo se recogieron y se analizaron para la liberacion
de IFN-y usando un ELISA comercial (BD-PharMingen) con un limite inferior de deteccién de 31,5 pg/ml. Los datos
se presentan como la media + DT de determinaciones triplicadas.
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2.1.3 Andlisis estadistico

Todos los experimentos con tres 0 mas grupos en que se aplicd tratamiento como un disefio completamente
aleatorio se analizaron primero por ANOVA factorial de un factor o dos factores. Si el P resultante era <0,05, se
ensayaban contrastes por pares especificos con un ensayo T con correccion de Welch para varianza desigual segun
lo necesario. Los datos se comprobaron para propiedades de distribucion, y se aplicaron transformaciones
apropiadas. Se realizaron andlisis de la produccion de IFN-y de células T derivadas de esplenocitos con el ensayo
exacto de Kruskal-Wallis. Si el P para el ensayo de Kruskal-Wallis era <0,05, se evaluaban contrastes a priori con el
ensayo de Wilcoxon. El andlisis de modelos murinos de tratamiento terapéutico por inoculacién de tumor individual
se realiz6 con modelos lineales mixtos. Los datos se transformaron log, se estimé la covarianza dentro del ratén, y
se ajustaron los efectos fijos del tratamiento para efectos aleatorios del ratén. Los P sin procesar para comparar
pares de grupos en un Unico momento se ajustaron por re-muestreo bootstrap. Las tasas de regresion tumoral se
ajustaron a un modelo lineal generalizado (con vinculacién binomial) que incorporaba grupo de tratamiento, dia de
observacion, y su interaccion.

2.2 Resultados

2.2.1 La administracion intratumoral de DC.clL12 en solitario o DC.RheolL12 combinado con administracion i.p. de
RG-115830 promueve la regresion de lesiones establecidas de melanoma B16 s.c.

Se inyectaron s.c. células de melanoma B16 (1 x 105) en el flanco izquierdo de ratones H-2° B6 singénicos y se
dejaron establecer. En el dia 7, los ratones se asignaron aleatoriamente en cohortes de 5 animales cada una, con un
tamafio medio de tumor de cohorte de aproximadamente 20-30 mm?. Los ratones después recibieron inyecciones
intratumorales de PBS o 10° DC (pre-infectadas in vitro durante 48 h con rAd.¥S, rAd.clL12 o rAd.RheolL12) en un
volumen total de 50 pul de PBS. Los animales también recibieron inyecciones intraperitoneales de DMSO o RG-
115830 (en DMSOQO) en el momento de la administracion de DC (es decir, dia 1 de tratamiento) o a las 24 h 0 48 h
después de la administracién de DC (es decir, dia 2 de tratamiento). Como se representa en la FIG. 3A y 3B, el
tratamiento de ratones con RG-115830 en solitario o DC.RheolL12 en ausencia de RG-115830 no logr6é producir
ningun beneficio terapéutico. En marcado contraste, los tumores tratados con DC.clL-12 o DC.RheolL-12 + RG-
115830 (proporcionado en 24 h desde la inyeccion de DC en concierto con un curso de 5 dias de administracion de
ligando) retrocedieron en tamafo durante las siguientes 3 semanas. Estas terapias fueron estadisticamente
indistinguibles basandose en las mediciones del tamafio del tumor, y produjeron tasas del 100 % (5/5 ratones) de
regresion tumoral en cada uno de estos casos. De forma interesante, si la administracion de RG-115830 se
retardaba hasta 48 h después de la inyeccion intratumoral de DC (en un momento puntual en que este agente puede
promover de forma eficaz la produccién de IL-12p70 a partir de DC.RheolL-12 in vitro, véase la FIG. 2B), la terapia
basada en DC.RheolL12 provocaba una tasa ligeramente inhibida de crecimiento tumoral (p< 0,05 para todos los
momentos puntuales después del dia 10), pero todos los animales progresaban y requerian sacrificio hacia el dia 30
(FIG. 3A). Esto sugiere que el beneficio terapéutico del tratamiento intratumoral con DC.IL12 es criticamente
dependiente de la produccion de IL-12p70 en momentos puntuales predominantemente prematuros (que suceden
presumiblemente dentro de la lesién tumoral y/o los ganglios linfaticos de drenaje).

Se realizaron experimentos adicionales en que se administr6 ligando activador (RG-115830) a ratones inyectados
con DC.RheolL-12 durante 1, 3 6 5 dias después de la inyeccién de DC (FIG. 3B-3C). Los resultados de estos
estudios sugieren que la terminacién prematura de la administracién de ligando impacta sobre la eficacia anti-
tumoral de DC.RheolL-12 suministradas i.t., con inhibicién del crecimiento tumoral limitada o eliminada si el ligando
no se proporciona a los ratones durante aproximadamente 5 0 mas dias después de la provision de DC modificadas
con gen. Estos hallazgos son coherentes con los datos proporcionados en la FIG. 2B y 2C, y soportan le ajustada
regulacion (dependiente de ligando) del impacto terapéutico resultante de las DC.RheolL-12 inyectadas en este
modelo. Ademas, cuando se toman juntos, los resultados representados en la FIG. 3 sugieren fuertemente que la
eficacia 6ptima anti-melanoma asociada con suministro i.t. de DC.RheolL12 resulta de la provision del ligando
durante un periodo de d1-d5 después de la inyeccion de DC en tumores B16.

2.2.2 La activacion retardada de terapia condicional con DC.RheolL12 es ineficaz debido al fallo aparente de las DC
inyectadas en sobrevivir in vivo.

Nuestro informe previo (Tatsumi et al, 2003) sugiri6 que la insercion del gen de IL-12 en DC promueve la
supervivencia potenciada de estas células después de su inyeccién en el microentorno tumoral y la capacidad
consecuente de estas células de cebar de forma cruzada células T CD8" anti-tumores y el reclutamiento concebible
de células T efectoras en circulacion en el microentorno tumoral in vivo. Por tanto, el siguiente intento fue discriminar
si el fallo de la terapia con DC-RheolL12 iniciada (por administracion i.p. de RG-115830) 48 h después de la
inyeccion de DC se debia a la incapacidad de las DC de persistir en el microentorno tumoral, la incapacidad de estas
células de transitar hasta el LN de drenaje tumoral y/o la incapacidad de células T CD8" especificas de cebarse de
forma cruzada como resultado del tratamiento. Se recapitularon los experimentos resumidos en la FIG. 3A, con 2
ratones por cohorte sacrificados 72 h después de la inyeccién intratumoral de DC, con la excepciéon de que se
usaron ratones EGFP Tg (H-2°) como fuente de médula ésea para la generacion de DC. Se extirparon el tumor y LN
y se prepararon secciones tisulares para el analisis de DC EGFP* por microscopia de fluorescencia. Los 3 restantes
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animales/cohorte se siguieron hasta el dia 25, cuando se sacrificaron y se aislaron esplenocitos combinados para el
andlisis de respuestas de células T CD8" especificas de B16.

Como se representa en la FIG. 4, la capacidad de resolver DC EGFP* en tumor o LN 72 h después de inyeccion i.t.
era estrictamente dependiente de la activacion del transgén de IL-12 en 24-48 h desde la administracion in vivo de
estas células. Pudieron observarse facilmente DC.clL12 y DC.RheolL12 EGFP* en lesiones B16 y se observaron
mas raramente dentro de LN de drenaje en ratones inyectados i.t. con DC.cIL12 o DC.RheolL12 (si RG-115830 se
proporcionaba i.p. a las 0 h 0 24 h después de la administracion de DC). Se detectaron muy pocas o ninguna DC
EGFP* en tejidos recogidos de ratones tratados con DC de control (no infectadas) o DC.RheolL12 (donde la
administracion de RG-115830 se retard6 durante 48 h después de la inyeccion de DC). Cuando se comparan tejidos
de ratones tratados con DC.RheolL12 y RG-115830 proporcionado a las 0 h frente a 24 h, habia mas DC EGFP* en
el tumor (p = 0,001) y también el LN de drenaje (p = 0,02) cuando se proporcionaba el farmaco activador mas
pronto.

2.2.3 Los beneficios terapéuticos de la administracion de DC.RheolL12 estan asociados con la induccion de células
T CD8" especificas e inmunidad anti-tumoral duradera.

Dada la aparente dependencia de la viabilidad de las DC inyectadas en la cronologia de la inyeccion de ligando, se
predeciria un grado superior de cebador cruzado de células T CD8" especificas en el caso de ratones que reciben
DC.RheolL12 activadas a las 0 h frente a momentos puntuales posteriores por RG-115830. De forma interesante,
aunque esto se observo ciertamente para las cohortes de 0 h (DC.RheolL-12, d1-d5) frente a 48 h (DC.RheolL-12,
d3-d7) de DC.RheolL-12, no fue el caso cuando se compararon los grupos de 0 h frente a 24 h (DC.RheolL-12+L,d2-
d6) de DC.RheolL12 (FIG. 5A). De hecho, las respuestas in vitro de células T CD8" esplénicas (secreciéon de IFN-y)
frente a dianas de tumor relevante B16 frente a irrelevante EL-4 fueron comparable para estas dos cohortes, y éstas
se aproximaron cada una a lo detectado en ratones tratados con DC.clL12. Globalmente, estos perfiles de respuesta
de células T CD8" parecian correlacionarse directamente con el resultado de la terapia (FIG. 3A). Similar a la FIG.
5A, la respuesta de células T esplénicas a las células especificas de tumor B16 frente a células MC38 no tratadas
por produccién de IFN-gamma estuvo correlacionada con el resultado del tratamiento.

Para abordar si la terapia eficaz basada en DC.RheolL12 estaba asociada con el desarrollo de inmunidad anti-
tumoral duradera, se (re)-expusieron animales libres de tumor a células de melanoma B16 relevantes o células de
carcinoma de colon MC38 irrelevantes en el dia 45 (después de la exposicion inicial a B16). Como se muestra en la
FIG. 5B, todos los ratones previamente curados de sus melanomas mostraron protecciéon especifica contra células
de tumor B16, mientras que las lesiones de tumor MC38 crecieron progresivamente. Muestra que las células
dendriticas de la invencién tienen seguridad adicional y control terapéutico potencial para la modalidad de
tratamiento (porque tanto la cronologia como el nivel de expresion de IL-12 pueden controlarse mediante la
administracion de ligando).

Ejemplo 3
Comparacién de la via/dosis de administracion de ligando sobre el efecto terapéutico
3.1 Métodos y materiales

Se establecieron melanomas B16 s.c. durante 7 dias en los flancos derechos de ratones B6 singénicos. En el dia 7,
se inyectaron por via intratumoral (i.t.) 10° DC.SPI-IL12 (cambio éptimo identificado en la comparacion de la FIG.
10). Se proporciond ligando activador (RG-115932) como una inyeccién i.p., mediante sonda oral en Labrasol, o
mediante comida que contiene farmaco proporcionada ad libitum empezando en el dia precedente a la inyeccién de
DC (y diariamente después de ello durante 6 dias). Cada cohorte contenia 5 animales, con crecimiento tumoral
controlado cada 3-4 dias y presentado como tamafio medio (mm® basado en el producto de mediciones
ortogonales). El tratamiento para cada cohorte se describe a continuacion.

Cohorte n?|Descripcion de tratamiento

1 Control, sin DG, sin ligando

2 Control, sin DC, ligando i.p., 50 mg/kg/dia (Max)
3 Control, sin DC, comida, ad libitum (45 mg/kg/dia)
4 Control, sin DC, sonda oral, 30 mg/kg/dia

5 DC.SP1-IL12, sin ligando
6

7

8

9

DC.SP1-IL12, i.p., 1 mg/kg/dia
DC.SP1-IL12, i.p., 3 mg/kg/dia
DC.SP1-1L12, i.p., 10 mg/kg/dia
DC.SP1-1L12, i.p., 30 mg/kg/dia

10 DC.SP1-IL12, i.p., 50 mg/kg/dia
11 DC.SP1-IL12, comida, ad libitum (45 mg/kg/dia)
12 DC.SP1-1L12, sonda oral, 30 mg/kg/dia
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3.2 Resultados

Los resultados muestran que la administracion de ligando en solitario a cualquier dosis 0 mediante cualquier via no
tuvo impacto sobre el crecimiento de tumor B16 (FIG. 6). La terapia con DC-SP1 i.t. es eficaz para controlar el
crecimiento de B16, pero solamente si se aplica ligando, produciendo todas las vias de administracion de ligando
algun grado de eficacia. La terapia con DC-SP1 i.t. usando ligando administrado i.p. produjo una claro patrén de
respuesta de inhibiciéon del tumor por dosis de ligando, con efectos anti-tumores 6ptimos a dosis de ligando >30
mg/kg/dia. El ligando aplicado a terapia con DC-SP1 i.t. a una dosis de 30 mg/kg/dia fue igualmente eficaz si se
administraba ligando por inyeccion i.p., sonda oral, o mezcla en dieta. Una dosis incluso mayor de ligando
proporcionado en la comida fue algo menos eficaz. Como solamente el enantiomero R (RG-115932) es capaz de
activar el RTS, la comida que contiene la mezcla racémica proporciona solamente aproximadamente 20 - 22,5
mg/kg/dia del enantiémero activo. A este respecto, la regresion tumoral observada en animales que recibieron
mezcla racémica AD mediante la comida (es decir, -20 - 22,5 mg/kg/dia del enantiomero activo RG-115932) fue
coherente con la respuesta a la dosis i.p. observada con RG-115932 puro porque el efecto anti-tumoral en la cohorte
de comida estaba entre los observado con los grupos de dosis de 10 y 30 mg/kg/dia de RG-115932 i.p.. Estos datos
sugieren que la administracién oral del ligando es eficaz para inducir un efecto terapéutico. La disponibilidad de
administracion oral del ligando facilitarian la sobrecarga del tratamiento sobre los pacientes.

Este efecto dependiente de farmaco activador estaba asociado con (1) la expresion transgénica en el tumor y DLN,
(2) la supervivencia prolongada de Ad-DC en el microentorno tumoral, (3) la migracion y persistencia de AdDC en el
DLN, y (4) la induccion de células T CD8" anti B16.

La FIG. 10 muestra una comparacion de los efectos de diferentes vectores adenovirales que contienen IL-12. La
variante SP1-RheolL-12 fue la mas eficaz de las variantes que contienen Rheoswitch. SP1-RheolL-12 difiere de
oldRheolL-12 en la estructura del vector (vector AdEasy1 para oldRheolL-12 y vector RAPAd de ViraQuest en Sp1-
RheolL-12). TTR-RheolL-12 difiere de oldRheolL-12 en que contiene un promotor minimo TTR cadena abajo del
elemento de respuesta Gal4. Como ilustra la FIG. 10, SP1-RheolL-12 fue mas eficaz que TTR-RheolL-12 en reducir
el tamafo del tumor de melanoma B16.

La FIG. 11 muestra la ausencia de formacién de tumor de melanoma B16 después de la re-exposicion de ratones
previamente tratados con células dendriticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch adenoviral recombinante
(DC-SP1-RheolL-12). Esto muestra que se evitaba que los tumores B16 de melanoma crecieran durante hasta 25
dias cuando los ratones inmunes a B16 se volvian a inocular 45 dias después de la primera inoculacién con células
B16. Se generaron células dendriticas murinas a partir de médula 6sea de ratones B6 por cultivo de 7 dias en medio
completo (RPMI-1640, FBS al 10 %) que contenia rmiL-4 mas rmGM-CSF. Después se aislaron las células
dendriticas CD11c positivas usando perlas MACS especificas segun el protocolo del fabricante (Miltenyi Biotech) y
se infectaron a MOI de 100 usando rAd.IL-12 (RheolL-12 frente a SP1 frente a TTR) durante 24 horas antes de la
inyeccion de 10E6 DC en tumores B16 de melanoma s.c. establecidos en dia 9 (5 ratones por grupo, tumor en el
flanco derecho). Los ratones se trataron o no con inyecciones i.p. diarias del ligando activador RG-115830 (30 mg/kg
en 50 microlitros de DMSO) en los dias 0-4 después de la inyecciéon de DC. El tamano del tumor se controlé cada 3-
4 dias y se presenta en mm cuadrados como el producto de diametros ortogonales. Para evaluar la especificidad de
proteccion asociada a la terapia, todos los animales libres de tumor se re-expusieron con 10E5 células de melanoma
B16 en el flanco izquierdo frente a células de carcinoma de colon MC38 en el flanco derecho en dia 45 después de
la exposicion inicial al tumor B16. Se formaron tumores MC38 pero no se formaron tumores B16.

La FIG. 12 muestra una comparacién entre las cantidades de células dendriticas (DC-SP1-RheolL-12) inyectadas en
el tumor B16 (10°, 10°%, 10”) y la longitud de tiempo de administracion de ligando y regresion tumoral en modelo de
raton de tumor de melanoma B16 (6 dias, 13 dias). La FIG. 12 muestra la dependencia de la dosis de DC
transducidas inyectadas en el tumor y la duracién de administracion de AD (inyeccion i.p., 30 mg/kg/dia) sobre la
inhibicion del crecimiento tumoral. Se dio a los ratones que albergaban tumor una Unica inyeccion intratumoral de
AdDC a dosis de 10°, 10°, y 10" células e inyeccion i.p. diaria de ligando activador en una Unica dosis de 30
mg/kg/dia durante 6 dias o 13 dias empezando en el dia de la inyeccién de 10’ células. Ademas, se observd una
supresion significativamente mas robusta del crecimiento tumoral so el ligando activador se proporcionaba durante
13 dias en lugar de 6 dias. El ligando (RG-115932) administrado durante 13 dias en una fila en combinacion con 10’
células dendriticas fue eficaz en causar regresion tumoral durante un periodo de 25 dias. Esto sugiere que en
contraste con la creencia de que las DC transducidas ex vivo sobreviven solamente unos pocos dias después de su
inyeccion en tumores, las AdDC que expresan IL-12 bajo el control de los RTS probablemente ain interaccionan
durante mas de 1 semana después de la inyeccién intratumoral y pueden incluso permanecer vidas y sensibles al
ligando activador durante tanto como 13 dias después de la inyecciéon. No hubo efecto del ligando activador en
solitario (sin AdDC) sobre el crecimiento tumoral.

En un experimento similar a la FIG. 12, el ligando activador se administré por sonda oral durante 9 y 12 dias. Se
evalud la respuesta a dosis anti-tumoral con una formulacién oral del ligando activador a diferentes dosis en
Labrasol. Se observé un efecto anti-tumoral dependiente de dosis y las mayores respuestas se observaron en
animales que recibieron 50 mg/kg/dia por via oral durante 12 dias. De hecho, a todas las dosis ensayadas, el
tratamiento de 13 dias con ligando activador fue superior a los 9 dias de tratamiento con farmaco activador. Esto
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sugiere que las DC que sobreviven y sostienen la produccién de IL-12 durante al menos 9 a 12 dias in vivo (en el
microentorno tumoral u 6rganos linfoides) son importantes para una eficacia 6ptima de tratamiento.

La FIG. 13 muestra que la terapia descrita en este documento no estaba asociada con una pérdida adversa en el
peso del animal debido a debilitamiento. El debilitamiento y la pérdida de peso estdn a menudo asociados con
elevados niveles de interferon-gamma y TNF-alfa que se sabe que estan regulados positivamente en respuesta a IL-
12.

Se establecieron melanomas B16 s.c. durante 7 dias en los flancos derechos de 5 ratones B6 singénicos. En el dia
7, se inyectaron por via intratumoral (i.t.) DC.SP1-IL-12 (DC derivadas de médula ésea infectadas a una MOI de 100
usando el conmutador 6ptimo SP1) a dosis de 10E5, 10E6 o 10E7. Se proporcion6 RG-115932 por inyeccion i.p.
empezando en el dia de la inyeccion de DC (y diariamente después de ello durante 6 dias o 13 dias). Cada cohorte
contenia 5 animales, con crecimiento tumoral controlado cada 3-4 dias y presentado como tamafio medio (mm
cuadrados basado en el producto de mediciones ortogonales). También se evaluaron los pesos de los animales
individuales en el momento de las mediciones del tumor (FIG. 13). Todos los animales que quedaron libres de
enfermedad por cualquier terapia se re-expusieron en el dia 50 (después de la inoculacion inicial de tumor B16) con
10E5 células de melanoma B16 en el flanco opuesto (flanco izquierdo) del tumor original y con 10E5 células de
carcinoma de colon MC38 en el flanco derecho. El crecimiento tumoral se controlé cada 3-4 dias y se compar6
frente al crecimiento observado en animales virgenes (sin tratar) (véase la FIG. 12).

La FIG. 14 muestra la ausencia de formacién de tumor de melanoma B16 después de re-exposicidn de ratones
previamente tratados con células dendriticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch adenoviral recombinante
y ligando activador RG-115932. La FIG. 14 por lo tanto muestra que se evitaba que los tumores B16 de melanoma
crecieran durante hasta 24 dias cuando los ratones inmunes a B16 se volvian a inocular con células B16. La FIG. 14
también ilustra que ratones virgenes a B16 no estaban protegidos contra la formacion de tumores, al igual que los
ratones inmunes a MC38 y los ratones virgenes a MC38. MC38 es un carcinoma de colon conocido en la técnica.
Esto demuestra la especificidad de inmunizaciéon causada por la inyeccién original de tumor B16 con células
dendriticas que contienen IL-12 inducible por Rheoswitch adenoviral recombinante.

Las DC producidas por diferenciacién de células CD14* son de fenotipo inmaduro y no producen niveles detectables
de IL-12 (Cella et al. 1999). La FIG. 15 indica que las DC murinas producidas por tratamiento de células de médula
6sea con GM-CSF e IL-4 durante 7 dias seguido de seleccion CD11c” también mostraron ausencia de expresion
detectable de IL-12 después de transduccion con el vector adenoviral que alberga IL-12 bajo el control del RTS. El
tratamiento de las células transducidas con dosis variables del farmaco activador (RG-115932) produjo IL-12 de un
modo dependiente de dosis.

Se ha informado de que la transduccién adenoviral induce algin grado de maduracion en las DC por interaccion
pentona-integrina que conduce a la produccion de TNF-alfa a través de la via de activacion NFkB. Se ha informado
de que la accion autocrina de TNF-alfa es la sefial de induccion de la maduracion para DC en este caso (Philpott et
al., 2004). Se espera que la corta transduccién adenoviral (2-3 horas) usada y la eleccion de la MOI para los niveles
minimos requeridos limiten este efecto de maduracién prematura.

Ejemplo 4

En este ejemplo, se aislaron células dendriticas de médula 6sea, se transdujeron con las construcciones
adenovirales representadas en la FIG. 7, y a ratones que albergaban gliomas GL261 intracraneales singénicos se
les inyectaron por via intratumoral células dendriticas modificadas por ingenieria; y se inyect6 por via intra-peritoneal
RG-115830. La FIG. 7 muestra los resultados de inyeccién intratumoral de glioma GL261 intracraneal de raton con
células dendriticas transducidas con polinucleétidos que codifican IL-12 y/o IFN-alfa bajo el control de RTS o que
carecen de RTS. Los datos revelan que la expresion inducida por ligando de IFN-alfa e IL-12 a través de la
activacion del RTS con el ligando RG-115830 promovia supervivencia del 75 por ciento a los 50 dias de ratones con
glioma GL261; en comparacién con la expresién de IFN-alfa en solitario. Ademas, el control proporcionado por el
RheoSwitch y el ligando promovié supervivencia potenciada.

Ejemplo 5

Se evaluard la seguridad, tolerancia, funcion del transgén, y efectos inmunolégicos de una o mas inyecciones
intratumorales de células dendriticas aut6logas transducidas con adenovirus modificadas para expresar hlL-12 bajo
el control del RTS en sujetos con melanoma en fase lll y IV a través de procedimientos tales como los descritos a
continuacion.

Se realizara un estudio que implica sujetos de estudio con melanoma en fase Ill y IV en 4 cohortes (grupos) de
sujetos recibiendo cada sujeto una Unica inyeccién intratumoral (en un tumor de melanoma) de células dendriticas
(DC) autélogas transducidas con adenovirus (reinsertadas en el mismos sujeto del que proceden) modificadas para
expresar interleuquina-12 humana (hlL-12) a una dosis de 5 x 10" en combinacion con dosis orales diarias de
farmaco activador (ligando activador). El estudio usard inyecciones de células dendriticas transducidas ex vivo
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(después de retirar las células de los sujetos) con vector adenoviral para la expresién inducible de IL-12 humana, La
produccion de IL-12 se "activa" (induce) a partir de las DC inyectadas a través de la activacion del RTS por la
administracion oral del farmaco activador (RG-115932). Se evaluaran la seguridad y la tolerancia a través de
examenes fisicos (incluyendo estado de funcion ECOG), mediciones de signos vitales, quimica sérica, analisis de
orina, hematologia, acontecimientos adversos "efectos secundarios ", y anticuerpos y respuesta inmune celular al
adenovirus, componentes del RTS, y el farmaco activador. Para evaluar el progreso, se medira la
farmacocinética/ADME de una sola dosis y en estado estacionario del farmaco activador oral y sus metabolitos
principales, el analisis de los niveles de hlL-12 y la respuesta inmune celular (células T) en biopsias de los tumores
diana, ganglios linfaticos de drenaje, y circulacidn periférica, asi como un perfil de citoquinas séricas.

Por ejemplo, se dividen 16 sujetos con melanoma en fase lll y IV en cuatro cohortes conteniendo las cohortes 1y 2
tres sujetos y conteniendo las cohortes 3 y 4 5 sujetos. Todos los sujetos recibiran una Unica inyeccién intratumoral
de 5x10’ DC autdlogas transducidas con vector adenoviral que codifica IL-12 humana bajo el control del RTS. Los
sujetos recibirdn una Unica dosis oral diaria de farmaco activador (cohorte 1: 0,01 mg/kg, cohorte 2: 0,1 mg/kg,
cohorte 3: 1,0 mg/kg o cohorte 4: 3 mg/kg) comenzando la primera aproximadamente 3 horas antes de la inyeccién
de DC en el dia 1 y continuando durante 13 dias consecutivos mas. Puede administrarse una o mas inyecciones
adicionales de células dendriticas autélogas transducidas con adenovirus en combinacion con 14 dosis orales
diarias individuales (una vez) de farmaco activador a sujetos elegibles que cumplan los criterios para el
retratamiento. Se evallan la seguridad, tolerancia, y funcion de las células dendriticas para todos los sujetos en
cada grupo de la cohorte 1 durante hasta un mes después de la inyeccién de las células dendriticas modificadas por
ingenieria in vitro antes de registrar a los sujetos para recibir la siguiente dosis mas alta del farmaco activador. La
evaluacion de la seguridad continuara en todos los sujetos durante 3 meses después de la inyeccion inicial de las
células dendriticas modificadas por ingenieria con la posibilidad de prolongar el periodo de seguimiento hasta un
total de seis meses para controlar la seguridad en el sujeto si se observa toxicidad o el sujeto recibe una o mas
inyecciones adicionales de las células dendriticas.

Dicho estudio demuestra la seguridad y tolerancia de una o mdultiples inyecciones intratumorales de células
dendriticas autélogas transducidas con adenovirus en combinacién con un farmaco activador oral en sujetos con
melanoma. El estudio proporciona farmacocinética/ADME en estado estacionario del farmaco activador oral. El
estudio demuestra la funcionalidad del RTS en sujetos midiendo la expresion de hlL-12 de células dendriticas
autélogas transducidas con adenovirus en tumor diana y/o ganglios linfaticos de drenaje en respuesta a la activacion
del RTS por la administracion oral del farmaco activador. Ademas, el estudio demuestra los efectos inmunolégicos
de las células dendriticas autélogas transducidas con adenovirus en términos de la respuesta inmune celular en el
tumor diana, ganglios linfaticos de drenaje, y circulacion periférica después de administracién oral del farmaco
activador.

Se selecciona melanoma como cancer ejemplar (para su uso con el RTS) porque los pacientes en fase lll y IV no
tienen terapias viables disponibles, el melanoma en particular entre los tumores sélidos ha demostrado responder a
enfoques de inmunoterapia, y los tumores de melanoma son facilmente accesibles para inyeccion intratumoral y
biopsia. Los sujetos incluidos en el estudio tienen melanoma no extirpable en fase Ill o IV, que tiene al menos 0,5 cm
de diametro, cualquier grosor del tumor, cualquier cantidad de ganglios linfaticos implicados, metéstasis en transito,
0 metastasis distantes.

5.1. Preparacion de adenovirus que alberga el sistema terapéutico RheoSwitch y hiL-12

Se transfiere el ADN recombinante a células dendriticas (DC) por transduccién de vector adenoviral ex vivo. EI ADN
recombinante se usa para expresar IL-12 humana (p70) a partir de células dendriticas inmaduras inyectadas por via
intratumoral que confiere supervivencia y estimula la maduraciéon de las DC en el entorno tumoral provocando su
posterior migracion a los ganglios linfaticos de drenaje. Esto conduce a una desviacion hacia la diferenciacion de
células auxiliares T al tipo Th1 y también a la activacion de células T citotdxicas especificas de tumor por cebado
cruzado con los antigenos tumorales.

El ADN recombinante usado como vector adenoviral recombinante permite la expresién de IL-12 humana bajo el
control del sistema terapéutico RheoSwitch® (RTS). EI RTS comprende un mensaje bicistrénico expresado a partir
del promotor de ubiquitina C humana y codifica dos proteinas de fusion: Gal4-EcR y VP16-RXR. Gal4-EcR es una
fusién entre el dominio de unién a ADN (aminoacidos 1-147) de Gal4 de levadura y los dominios DEF del receptor de
ecdisona del insecto Choristoneura fumiferana. En otra realizacion, el RTS consiste en un mensaje bicistrénico
expresado a partir del promotor de ubiquitina C humana y codifica dos proteinas de fusion: Gal4-EcR y VP16-RXR.
Gal4-EcR es una fusion entre el dominio de unién a ADN (aminoacidos 1-147) de Gal4 de levadura y los dominios
DEF del receptor de ecdisona del insecto Choristoneura fumiferana. VP16-RXR es una fusiéon entre el dominio de
activaciéon de la transcripcion de HSV-VP16 y los dominios EF de un RXR quimérico derivado de secuencias
humanas y de langosta. Estas secuencias Gal4-EcR y VP16-RXR estan separadas por un sitio interno de entrada al
ribosoma (IRES) de EMCV. Estas dos proteinas de fusion dimerizan cuando Gal4-EcR se une a un farmaco de
molécula pequenia (RG-115932) y activan la transcripcion de hlL-12 a partir del promotor sensible a Gal4 que
contiene seis sitios de uniéon a Gal4 y un promotor minimo sintético. La unidad de transcripcion del RTS descrita
anteriormente se coloca cadena abajo de la unidad de transcripcion de hlL-12. Este casete RTS-hIL12 completo se
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incorpora en el genoma de adenovirus 5 en el sitio donde la region E1 se ha delecionado. La estructura adenoviral
también carece del gen E3. Se muestra un mapa para el vector adenoviral Ad-RTS-hIL-12 en la FIG. 8.

El vector adenoviral recombinante usado en este estudio contiene los siguientes elementos reguladores ejemplares
ademas de las secuencias del vector viral: promotor de ubiquitina C humana, sitio interno de entrada al ribosoma
derivado de EMCV, un promotor inducible que contiene 6 copias del sitio de unién a Gal4, 3 copias de los sitios de
unién a SP-1, y una secuencia de promotor minimo sintético, sitios de poliadenilacién de SV40, y una secuencia de
terminacion de la transcripcion derivada del gen de la alfa-globina humana. Debe entenderse que podrian utilizarse
otros elementos reguladores como alternativas.

Un vector adenoviral recombinante ejemplar Ad-RTS-hIL-12 se ha producido del siguiente modo. Las secuencias
codificantes para las proteinas de fusién de receptor, VP16-RXR y Gal4-EcR separadas por el EMCV-IRES (sitio
interno de entrada al ribosoma), se insertan en el vector adenoviral lanzadera bajo el control del promotor de
ubiquitina C humana (promotor constitutivo). Posteriormente, las secuencias codificantes para las subunidades p40 y
p35 de hIL-12 separadas por IRES, colocadas bajo el control de un promotor inducible sintético que contiene 6
copias del sitio de unién a Gal4 se insertan cadena arriba del promotor de ubiquitina C y las secuencias del receptor.
El vector lanzadera contiene las secuencias del adenovirus serotipo 5 desde el extremo izquierdo hasta la unidad de
mapa 16 (mu16), del cual estan delecionadas las secuencias E1 y remplazadas por las secuencias de RTS e IL-12
(RTS-hIL-12). El vector lanzadera que porta el RTS-hIL-12 se ensaya por transfeccion transitoria en células HT-1080
para la expresion de IL-12 dependiente de farmaco activador. El vector lanzadera después se recombina con la
estructura adenoviral por cotransfeccion en células HEK 293 para obtener adenovirus recombinante Ad-RTS-hIL-12.
La estructura adenoviral contiene deleciones de secuencia de mu 0 a 9,2 en el extremo izquierdo del genoma y el
gen E3. El vector lanzadera y la estructura adenoviral contienen la secuencia solapante desde mu9,2 hasta mui16
que permite la recombinacion entre ellos y la produccion del vector adenoviral recombinante. Como el vector
adenoviral recombinante es deficiente en las regiones E1 y E3, el virus es deficiente en la replicacion en células
normales de mamifero. Sin embargo, el virus puede replicarse en células HEK 293 que albergan la region E1 del
adenovirus-5 y por tanto proporcionan la funciéon E1 en trans.

Un vector adenoviral recombinante ejemplar se ha producido del siguiente modo: El vector lanzadera linealizado que
porta los elementos de ADN para la expresién inducible de IL12 humana, y la estructura adenoviral se co-transfectan
en células HEK293. La recombinacién entre las secuencias solapantes en el vector lanzadera y la estructura viral
provoca la produccién de adenovirus recombinante y se compacta en particulas virales en las células HEK293. Las
células HEK293 se cultivan en DMEM que contiene suero bovino fetal.

El virus usado para el estudio propuesto se purifico por centrifugacion en gradiente de densidad de CsCl. El
adenovirus recombinante experimenta dos rodas de purificaciéon de placas y la reserva de siembra resultante se usa
para producir un banco viral maestro (MVB) por amplificacion en células HEK293 a partir de un banco de células
maestras caracterizado completamente. EIl MVB experimenta ensayos extensivos de liberacién de GMPc/GLP
incluyendo adenovirus competente en replicacion (RCA), esterilidad, micoplasma, virus adventicios, retrovirus, virus
humanos VIH1/2, HTLV1/2, HAV, HBV, HCV, EBV, B19, CMV, HHV-6, 7 y 8, virus bovino y porcino, secuenciacion
de vector completo y ensayo funcional por expresion de IL12 inducida por AD en lineas celulares humanas.

El virus del MVB puede usarse para la produccion del virus purificado en una instalacion de GMPc y puede
experimentar de nuevo ensayos de liberacion incluyendo identidad, RCA, esterilidad, micoplasma, virus adventicios,
proporciones de particula viral-a-unidades infecciosas, contaminacién de ADN de la célula hospedadora, endotoxina
y proteinas y ensayo funcional por expresion de IL12 inducida por AD en lineas celulares humanas.

6.2. Transduccion de células dendriticas autdlogas por adenovirus que contiene transgén de hIL-12 y sistema
terapéutico RheoSwitch® (RTS)

Se transducen ex vivo células dendriticas derivadas de sujetos humanos y se inyectan en el tumor. Las DC se
caracterizaran antes de la transduccion viral para la viabilidad, pureza (normalmente >80 % células muestran
fenotipo DC), esterilidad, micoplasma y endotoxina. Después de la transduccion viral, las células se lavan
repetidamente para retirar cualquier virus no absorbido. Se ensayara el sobrenadante del Gltimo lavado para el
contenido de virus residual por PCR. Como las DC se transducen ex vivo por vector adenoviral (virus no integrante)
y la vida (til de las DC después de inyeccion intratumoral y la posterior migracion a los ganglios linfaticos de drenaje
es corta, no se espera que se incorpore ADN viral en muchas células no diana. Se espera que el protocolo usado
para la transduccion adenoviral de DC produzca un 80-90 % de transduccion y se considera muy eficaz.

Recogida de PBMC por leucoféresis: Los sujetos experimentaron una leucoféresis convencional de 90 to 120
minutos en la Apheresis Unit of the UPCI Outpatient. El procedimiento leucoféresis implica la retirada de sangre de
una vena de un brazo; el paso de la sangre a través de una centrifuga (separador celular), donde sus componentes
se separan y se retiran uno o mas componentes; y el retorno de los componentes restantes a la vena del sujeto en el
mismo o el otro brazo. Se extrae no mas del 15 % del volumen total de sangre del sujeto en momento cualquiera
segun se procesa la sangre a través del dispositivo separador celular. En el separador celular, la sangre se separa
en plasma, plaquetas, glébulos blancos y glébulos rojos. Los glébulos blancos (WBC) se retiran y todos los demas
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componentes se devuelven a la circulacién del sujeto. Se hace todo intento posible por usar dos lineas IV periféricas
para este procedimiento. No ello no es posible, puede ser necesaria una linea central. El sujeto debe tener claro por
parte del médico que va a experimentar leucoféresis, y se le explorara de forma rutinaria para los signos vitales
(incluyendo presién sanguinea) antes del procedimiento.

Procesamiento: Después de la recogida, el paquete leucocitario se entregan en mano al CPL, y se procesa
inmediatamente por elutriacion centrifuga en ELUTRA™. Este es un sistema cerrado validado para uso clinico. La
fraccion de monocitos se recupera, y después de la recuperacion y de establecer la viabilidad de las células, se
transfieren a un cartucho Aastrom para cultivo de 6 dias en presencia de IL-4 y GM-CSF. Todos los procedimientos
de procesado y lavado se realizan en condiciones estériles.

Siembra inicial: Se cuentan los monocitos recuperados de un Unico paquete leucocitario en presencia de un
colorante de azul tripano para determinar la cantidad de células viables. Los monocitos se evalGan para la pureza
por citometria de flujo. Los monocitos se resuspenden a 5 a 10 x 10° células/ml en medio sin suero y sin antibiético
CellGenix, que contiene 1.000 1U/ml de IL-4 y 1.000 1U/ml de GM-CSF por SOP-CPL-0166, y se colocan en un
cartucho Aastrom. Se requiere un volumen de carga minimo de 50 ml y una cantidad minima de células para la
inoculacion de casete.

Cultivo: El cartucho Aastrom se coloca en la incubadora en el sistema Replicell, un dispositivo de cultivo
completamente cerrado y automatizado compatible con GMPc para la generacion de DC inmaduras.

Recogida de DC inmaduras: En el dia 6, el cartucho Aastrom se retira de la incubadora y se recogen las DC
inmaduras. Las células se recogen por centrifugacion a 1.500 rpm, se lavan en medio CellGenix, se cuentan en
presencia de un colorante de azul tripano y se comprueban para las caracteristicas morfologicas y fenotipicas.

Viabilidad: Esta se determina realizando recuentos celulares en hemocitémetro en presencia de azul de tripano.
Generalmente, >95 % de las células recogidas son viables, es decir, excluyen el colorante de azul tripano. Si la
viabilidad es menor del 70 % se descartaran las DC inmaduras.

Fenotipado: Las células generadas en cultivo se cuentan por observacion microscépica en un hemocitémetro, y se
obtiene un reciento diferencial preliminar (DC frente a linfocitos) usando un colorante de azul tripano. La
confirmacion del recuento diferencial se hace por citometria de flujo, sensibilizado para DC frente a linfocitos y
usando propiedades de alta dispersion directa y lateral de las DC inmaduras como criterio para su identificacion. Las
DC inmaduras contienen rutinariamente >80 % de células con morfologia de célula dendritica y tienen fenotipo DC.

Ensayo de potencia de IL-12p70: Se ha establecido que las DC maduras (mDC) tienen la capacidad de producir IL-
12p70 de forma espontanea o tras la activacién con CD40L con o sin adicion de sefiales inmunes innatas (por
ejemplo, LPS). Se recientemente se establecié un ensayo de produccién normalizada de IL-12p70 y es aplicable a
muestras pequefias o lotes grandes de vacunas DC generadas en una diversidad de condiciones. El actual ensayo
de potencia consiste en dos etapas distintas, implicando la primera la co-incubacién de DC respondedoras con
células de linfoma J588 transfectadas de forma estable con el gen del ligando CD40 humano como estimulador. La
segunda etapa implica ensayar los sobrenadantes de estos co-cultivos para los niveles de IL-12p70 secretada por
las DC estimuladas con J558/CD40L +/- LPS en el sistema Luminex. Este ensayo de potencia tiene una CV inter-
ensayo del 18,5 % (n=30) y un amplio rango dinamico, que facilita la evaluacién de diversos productos DC
caracterizados por niveles muy diferentes de produccién de IL-12p70. El rango normal para el ensayo establecido
usando productos DC generados a partir de monocitos de 13 donantes normales fue de 8-999 pg/ml, con una media
de 270 pg/ml

Produccién y criterios de liberacion para células dendriticas

Cada lote de las células dendriticas generadas in vitro se ensaya para la presencia de contaminantes microbianos
(bacterias aerdbicas y anaerébicas, hongos y micoplasma), asi como endotoxina y se caracterizan fenonormalmente
y funcionalmente. Todas las células dendriticas a inyectar en sujetos seran frescas y no experimentaran
crioconservacion.

Ensayo de garantia de calidad de DC: Las DC generadas como se ha descrito anteriormente se evallan para la
esterilidad, viabilidad, pureza, potencia y estabilidad. Los criterios para la liberacién del producto celular estan
establecidos y se siguen rigurosamente.

Viabilidad: Las células generadas en cultivo se cuentan por observacion microscépica en un hemocitometro, y se
obtiene un recuento diferencial (DC frente a linfocitos) usando un colorante de azul tripano. Este recuento
proporciona el porcentaje de células viables en el cultivo ensayado. Se requiere mas del 70 % de viabilidad celular
por exclusién de azul de tripano y un minimo del 70 % de células que expresan HLA-DR y CD86 como marcadores
DC derivadas de monocitos para pasar los criterios de liberacion. Pueden incluirse marcadores adicionales para
andlisis de exploracion tales como CD83 y CCR7 para evaluar el estado de maduracion de DC, y CD3 y CD19 para
evaluar la contaminacion con linfocitos.
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Pureza: Se usa andlisis de citometria de flujo de dos colores de células tenidas con mAb conjugados con FITC y
PEc para determinar que la poblacion DC identificada morfologicamente expresa los antigenos de superficie
definidos para DC y carece de antigenos de monocitos y linaje de células T y B. Para la preparacién de vacunas, las
DC generadas deben expresar HLA-DR y CD86 y no deben expresar CD3, CD19, o CD14. Para considerarse mDC,
las células deben expresar CD83+ y CCR7+.

Potencia: Para definir una medida de potencia para las DC, se determind su capacidad de producir IL-12p70 como
se ha descrito anteriormente.

Esterilidad: Las DC se ensayan por cultivo bacteriano (aerébico y anaer6bico) y fangico usando el sistema BD
Bactec (Becton Dickinson Co., Sparks, MD) del University of Pittsburgh Medical Center Microbiology Laboratory. Los
resultados finales de los cultivos microbianos estan disponibles en 14 dias. Antes de la liberacién de las DC para uso
de vacuna, se realiza una tincion gram y debe ser negativa para la presencia de microorganismos.

El IMCPL ensaya micoplasma mediante el uso del Gen-Probe Mycoplasma Tissue Culture Rapid Detection System
(Gen-Probe, Inc. San Diego, CA), que se nasa en tecnologia de hibridacion de &cido nucleico. El ensayo de
endotoxina se realiza usando el ensayo Limulus Amoebocyte Lysate Pirogen Plus (Bio Whittaker, Inc., Walkerville,
MD). El ensayo de endotoxina se realiza sobre el cultivo celular en el momento de la recogida y antes de la
liberacion del producto final. El nivel aceptable de endotoxina es <5 EU/kg de peso corporal. Las células dendriticas
no transducidas y transducidas se crioconservaran para analisis futuro.

Se espera que las células transducidas expresen el transgén. Se espera que mas del 80 % de las DC estén
transducidas. El producto sera bioldgicamente activo ya que se mantiene la secuencia codificante nativa en el
transgén. Las DC transducidas con virus inyectadas en el tumor son de fenotipo DC inmaduro y no expresan IL-12
hasta que experimentan maduracion, y por tanto en esta fase, la expresion de IL-12 es principalmente procedente
del transgén. Como la expresiéon del transgén de IL-12 se induce mediante el farmaco activador de molécula
pequeria RG-115932 de un modo dependiente de dosis, no se puede controlar el nivel de expresidn transgénica en
las DC transducidas a los niveles deseados. Una pequefia porcion de las DC transducidas preparadas para
administracion a los sujetos humanos puede ensayarse in vitro para la induccién de la expresién de IL12
dependiente de farmaco activador. La expresién de IL-12 puede ensayarse por ELISA con una sensibilidad de 4
ng/ml.

El modelo de tumor de ratén in vivo es similar a los estudios humanos porque los ratones que albergan tumor de
melanoma (B16) subcutaneo se trataron del mismo modo que el estudio en seres humanos propuesto mediante la
inyeccion de DC transducidas con adenovirus e induccion del transgén de IL12 murina. Después de observar
regresion tumoral, la re-exposicion con las mismas células tumores no provocd crecimiento tumoral, lo que indica
inmunidad tumoral sistémica.

Se espera que la induccion in vitro de IL-12 a partir de celulas transducidas por el vector usado en el estudio
propuesto produzca aproximadamente 500 ng de IL-12 por 10° células en 24 horas, determlnado por ELISA. En
estudios preclinicos usando modelo de ratén de melanoma, la inyeccién intratumoral de 10° o mas DC transducidas
mostré eficacia. Sin embargo, se espera que la inyeccion intratumoral requerida pueda mostrar eficacia a niveles por
debajo de este cantidad y por lo tanto pueden utilizarse inyecciones de 5x10’ DC transducidas como punto de
partida para determinar si se requieren cantidades menores o mayores.

Por ejemplo, in vitro, las lineas celulares humana y de ratén y las células dendriticas primarias transducidas con
vector adenoviral recombinante que porta los genes para IL12 muestran induccién de expresion de IL12 en
respuesta al farmaco activador de un modo dependiente de dosis.

La transduccion adenoviral de DC humanas a diferentes MOI y para diferente duracion de adsorcion viral mostrd
transduccion eficaz de estas células por absorcion viral de 3 horas a MOI de 500. El farmaco activador indujo la
expresion de IL-12 en estas DC humanas transducidas (FIG. 9).

Para experimentos in vivo en un modelo de melanoma de ratén descrito anteriormente, se dio a ratones C57/BL6
inyecciones subcutaneas de células B16 para formar tumores. La inyeccion intratumoral de DC transducidas con
vector adenoviral que porta los genes murino de IL-12 bajo el control del RTS, junto con la administracion del
farmaco activador provoc6 inmunidad sistémica especifica para el tumor. El tratamiento provocé regresion tumoral.
La re-exposicion de los ratones curados después de 50 dias con células B16 mostré6 que las células B16 no
formaban tumores. Esta induccién de inmunidad a tumor fue dependiente de la administracion del farmaco activador,
y por tanto, la expresion de IL-12, en las DC transducidas inyectadas. El farmaco activador fue eficaz en las vias
intraperitoneal y oral. Véanse las FIG. 11 y FIG. 14.

6.3. Formulacién de farmaco activador

El farmaco activador usado en este documento se formula en una cualquiera de las siguientes formulaciones:
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(1) 100 % Labrasol;

(2) Labrasol aromatizado Listerine (Latitude Pharmaceuticals Inc., EEUU) que comprende (a) mentol, (b) timol,
(c) eucaliptol, (d) aspartamo, (e) sacarina sédica, (f) acido citrico, (g) aroma de menta, (h) aroma de crema, (i)
labrasol,

(3) Miglyol 812 y phospholipon 90G (Latitude Pharmaceuticals Inc., EEUU); o

(4) Miglyol 812, phospholipon 90G y succinato de vitamina E tocoferil polietilenglicol (Latitude Pharmaceuticals
Inc., EEUU).

6.4. Suministro

Aunque puede imaginarse una diversidad de concentraciones y protocolos especificos, un ejemplo para tratar
pacientes incluiria pacientes que reciben una o mas inyecciones intratumorales de células dendriticas autélogas
transducidas (AdDC) a una concentracion de 5 x 10’ suspendidas en solucion salina estéril modificadas para
expresar hlL-12 (interleuquina 12 humana) bajo el control del RTS en combinacién con el farmaco activador oral
(RG-115932).

6.4.1. Tratamiento inicial

Dia 1 visita intrahospitalaria: En el dia 1, se realiza la exploracion fisica inicial (incluyendo signos vitales, peso, y
estado ECOGQG). Se recoge orina y se extrae sangre para la quimica sérica, analisis de orina, y hematologia iniciales
(perfil de seguridad). Aproximadamente 3 horas antes de la inyeccién intratumoral de las células dendriticas
modificadas por ingenieria in vitro, a cada paciente se le dosifica un farmaco activador (cohorte 1 - 0,01 mg/kg, 0,3
mg/kg, 1,0 mg/kg, y 3 mg/kg) inmediatamente después de una comida. Se extrae sangre a intervalos de tiempo
especificos (predosis, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 12, 16, y 24 horas después de la dosis de AD) en el dia 1 para la
evaluacion de la farmacocinética de dosis individual del farmaco activador y sus metabolitos principales. Cada sujeto
recibe una Unica inyeccion intratumoral de células dendriticas aut6élogas transducidas con adenovirus a una
concentracion de 5 x 10 células, modificadas para expresar hiL-12 bajo el control del RTS. Los sujetos se controlan
cuidadosamente para reacciones locales en el sitio de inyeccién y/o reacciones de hipersensibilidad. Dia 2 a 14
visita intrahospitalaria: En los dias 2 a 14, se dosifica a cada sujeto el farmaco activador inmediatamente después de
una comida. Se recogen diariamente los signos vitales y acontecimientos adversos en los dias 2 a 14. En el dia 4 £
24 horas, se retiran biopsias del tumor y/o ganglios linfaticos de drenaje de aproximadamente el 50 % de los sujetos
para la medicién de hIL-12 y la respuesta inmune celular. En el dia 8, se mide el peso. En el dia 8 + 24 horas, se
retiran biopsias del tumor y/o ganglios linfaticos de drenaje de sujetos a los que no se realiz6 biopsia en el dia 4 para
la medicion de hIL-12 y la respuesta inmune celular. Se extrae sangre en el dia 4 + 24 horas y el dia 8 £ 24 horas
para el ensayo de anticuerpos potenciales y respuesta inmune celular contra el adenovirus y/o los componentes del
RTS. También se obtiene un perfil de citoquinas séricas para determinar si la expresiéon de otras citoquinas esta
afectada por el tratamiento con el transgén de hIL-12. En el dia 8, se recoge orina y se extrae sangre para quimica
sérica, andlisis de orina, y hematologia basales (perfil de seguridad). En el dia 8, se extrae sangre a intervalos de
tiempo especificos (predosis, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, y 24 horas después de la dosis de AD) para la evaluacion de
la farmacocinética/ADME en estado estacionario del farmaco activador y sus metabolitos principales.

Dia 14 visita intrahospitalaria: En el dia 14, se dosifica a cada sujeto el farmaco activador inmediatamente después
de una comida. Cada sujeto recibe una exploracion fisica (incluyendo signos vitales, altura, peso y estado ECOG).
Se recoge orina y se extrae sangre para quimica sérica, analisis de orina, y hematologia (perfil de seguridad). Se
extrae sangre en el dia 14 + 24 horas para el ensayo de anticuerpos potenciales y la respuesta inmune celular
contra el adenovirus y/o los componentes del RTS. También se obtiene un perfil de citoquinas séricas para
determinar si la expresion de otras citoquinas esta afectada.

Se recoge sangre de los sujetos en visitas especificas intrahospitalarias y externas para medir anticuerpos
potenciales y la respuesta inmune celular contra el adenovirus y los componentes del RTS. Se obtiene sangre para
un perfil basal de citoquinas séricas. Se usa el ensayo de tipo bloqueo de infectividad de AdVeGFP para detectar
una respuesta de anticuerpo contra el vector adenoviral (Gambotto, Robins et al. 2004). La respuesta de anticuerpos
contra los componentes del RTS se evaluara por transferencia de western y/o ELISA usando suero del paciente y
las proteinas RTS producidas a partir de un vector de expresién. Ademas, se hara ensayo combinado de citoquinas
en el suero por Luminex para IL-12, IFN-gamma, IP-10, y otras citoquinas Th1/Th2 tales como IL-2, TNF-alfa, IL-4,
IL-5, e IL-10. Estos ensayos de anticuerpos y citoquinas necesitaran aproximadamente 10 ml de sangre.

Los ensayos de respuesta inmune celular usan aproximadamente 50-60 ml de sangre y se separan los subconjuntos
de células T CD4 y CD8 de la misma. Las células T separadas se mezclan con DC autélogas transducidas con
vector AdV vacio, vector AdV-RTS, o AdV-RTS-hIL12 en un ensayo ELISPOT para la produccién de INF-gamma por
parte de las células T activadas por los antigenos derivados de AdV y RTS, si los hay. Se realizan ensayos similares
usando las células tumorales tal cual y/o DC que expresan antigenos de melanoma compartidos para evaluar la
respuesta prematura al tumor. También se realizan ensayos adicionales segun lo necesario.

En el dia 14 + 24 horas, se retiran biopsias del tumor y/o ganglios linfaticos de drenaje de todos los sujetos que
tengan tejido disponible para la medicion de hIL-12 y la respuesta inmune celular. Se registran los acontecimientos
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adversos. Después de completarse los procedimientos del dia 14, se da el alta a cada sujeto de la clinica
hospitalaria y se le pida que vuelva en aproximadamente 3 semanas para la visita externa de seguimiento de 1 mes.

Visita de terminacién prematura: Si un sujeto no puede completar la fase de tratamiento intrahospitalario, se
realizaran los siguientes procedimientos de la visita de terminacién prematura antes de dar el alta de la clinica. Cada
sujeto recibe una exploracion fisica (incluyendo signos vitales, altura, peso y estado ECOG). Se recoge orina y se
extrae sangre para quimica sérica, analisis de orina, y hematologia (perfil de seguridad). Se extraera sangre para el
ensayo de anticuerpos potenciales y la respuesta inmune celular contra el adenovirus y/o los componentes del RTS
como se ha descrito anteriormente. También se obtendra un perfil de citoquinas séricas como se ha descrito
anteriormente para determinar si la expresién de otras citoquinas esta afectada. Se retiran biopsias del tumor y/o
ganglios linfaticos de drenaje de todos los sujetos que tengan tejido disponible para la mediciéon de hiL-12 y la
respuesta inmune celular. Se registran los acontecimientos adversos. Después de completarse los procedimientos
de la visita de terminacion prematura, se da el alta a cada sujeto de la clinica hospitalaria y se le pide que vuelva en
aproximadamente 3 semanas para la visita externa de seguimiento de 1 mes.

Mes 1 a 4 Visitas de seguimiento: Se recogeran los acontecimientos adversos durante el periodo de seguimiento del
mes 1 a 4. En las visitas del mes 1, 2, y 3, se realizaran exploraciones fisicas de seguimiento (incluyendo signos
vitales, peso y estado ECOG). Se recogeran orina y sangre en las visitas del mes 1, 2, y 3 para quimica sérica,
andlisis de orina, y hematologia (perfil de seguridad). Se recogera sangre en la visita del mes 1 y 3 para el ensayo
de anticuerpos potenciales y la respuesta inmune celular contra el adenovirus y/o los componentes del RTS. Se
obtendra sangre en la visita del mes 1 para el perfilado de citoquinas séricas. En la visita del mes 1, se realizaran
biopsias del tumor y/o ganglios linfaticos de drenaje en sujetos con tejido disponible, para la medicién de hiL-12 y la
respuesta inmune celular. Se realizardn escaneres CT/PET en las visitas del mes 2 y 4 para evaluar la progresion o
regresion global de la enfermedad.

Mes 5 a 6 Visitas de seguimiento: Si se observa citotoxicidad relacionada con el farmaco en el mes 3 0 mes 4, se
realizaran visitas de seguimiento del mes 5 a mes 6. Se recogeran los acontecimientos adversos durante el periodo
de seguimiento del mes 5 al mes 6. Se controlara la seguridad del sujeto mediante llamada telefénica por parte del
personal de la clinica a cada sujeto durante el mes 5 y a través de una visita externa en el mes 6. Si sucede
citotoxicidad relacionada con el farmaco o continta a través del mes 5 y el investigador la considera seria, no
estabilizada, o necesita evaluacion adicional; el personal de la clinica no solamente telefoneara al sujeto sino que
pedira al sujeto que visite la clinica. En la visita de seguimiento del mes 6 se realizaran exploraciones fisicas
(incluyendo signos vitales, peso y estado ECOG). Se recogeran orina y sangre para quimica sérica, analisis de
orina, y hematologia (perfil de seguridad). También se recogera sangre en la visita del mes 6 para el ensayo de
anticuerpos potenciales y la respuesta inmune celular contra el adenovirus y/o los componentes del RTS. Se
realizaran escaneres CT/PET en la visita del mes 6 para evaluar la progresion o regresion global de la enfermedad.

Criterios de dosificacion e interrupcion de farmaco activador: Si se determina una toxicidad limitante de dosis (DLT;
es decir, un total de > 2 de 3 sujetos incluidos en un grupo en la cohorte 1 experimentan toxicidad de grado > 3 de
acuerdo con CTCAE v3.0), a un nivel de dosis dado al siguiente grupo de 3 sujetos se le administrara el mismo nivel
de dosis de farmaco activador. Si se observa DLT en 1 0 mas sujetos en el grupo de dosis adicional, se interrumpira
el aumento de dosis y la siguiente dosis mas baja se considerara la dosis maxima tolerada (MTD), de lo contrario se
reinicia el aumento de dosis hasta que se alcanza la MTD o hasta una dosis maxima de 10 mg/kg (lo que suceda
primero).

Se evaluard la seguridad, tolerancia, y funcién del transgén para todos los sujetos en cada grupo de la cohorte 1
hasta un mes después de la inyeccion de AdDC antes de aceptar a los sujetos para recibir la siguiente dosis mas
alta de farmaco activador.

Si un sujeto experimenta toxicidad de grado > 3 de acuerdo con CTCAE v3.0 que se considera posiblemente,
probablemente o definitivamente relacionada con el tratamiento del farmaco del estudio, se interrumpira la
dosificacién con el farmaco activador para ese sujetos y el sujeto experimentara los procedimientos de la visita de
terminacion prematura.

Criterios de interrupcion del estudio: Si > 70 % de los sujetos en una cohorte experimenta toxicidad de grado > 3 de
acuerdo con CTCAE v3.0 que se considera probablemente o definitivamente relacionada con el tratamiento con
farmaco del estudio, se interrumpird la dosificacion con el farmaco activador para todos los sujetos y todos los
sujetos experimentaran los procedimientos de la visita de terminacién prematura.

Medicacién de ensayo de investigacion: Se evaluara una combinaciéon de dos medicamentos en investigacion para
la seguridad, tolerancia, funcién del transgén, y efectos inmunolégicos en este ensayo. El farmaco activador de
molécula pequefia se administrara como una solucién oral a dosis de 0,01 mg/kg, 0,1 mg/kg, 1,0 mg/kg y 10,0 mg/kg
a sujetos con melanoma en Fase lll o IV una vez al dia durante catorce dias consecutivos en combinaciéon con una
Unica inyeccién intratumoral de células dendriticas autélogas transducidas con adenovirus a una concentraciéon de 5
x 10, modificadas para expresar hiL-12. Existe la opcion de que los sujetos reciban una inyeccion intratumoral de
AdDC adicional en combinacion con tratamiento durante 14 dias consecutivos con el farmaco activador.
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6.5. Evaluacion de la seguridad para la evaluacién de la funcion del transgén y efectos inmunoldgicos

Se realiza el ensayo de endotoxina sobre el cultivo celular en el momento de la recogida y antes de la liberacién del
producto final. El nivel aceptable de endotoxina es <5 EU/kg de peso corporal. Las células dendriticas no
transducidas y transducidas se crioconservaran para analisis futuro.

Evaluacion de la seguridad: Se evaluara la seguridad de una Unica inyeccidn intratumoral de células dendriticas
autblogas transducidas con adenovirus en combinacion con el farmaco activador oral mediante exploraciones
fisicas, signos vitales, quimica sérica, analisis de orina, hematologia, acontecimientos adversos, y anticuerpos y
respuesta inmune celular contra adenovirus y componentes del RTS durante el ensayo y el seguimiento de 12
meses. Se hardn pruebas de embarazo en las mujeres en edad fértil en el momento de la seleccién. También se
obtendra una lista de medicaciones concurrentes de los sujetos en la seleccion y el dia 0 del periodo de
retratamiento para determinar si existe alguna relacion entre las medicaciones concurrentes y los potenciales
acontecimientos adversos. Se recogera un total aproximado de 89 cucharas de té (439 ml) de sangre mas
leucoféresis de los sujetos durante la fase de seleccion y fase inicial de tratamiento intrahospitalario (periodo de 26
dias). Se recogeran un total aproximado de 75 cucharas de té (370 ml) de sangre mas leucoféresis de los sujetos
durante la fase de retratamiento intrahospitalario (periodo de 26 dias, 5-6 semanas después de las visitas
intrahospitalarias previas). Se recogera un total aproximado de 46 cucharas de té (227 ml) de sangre de los sujetos
durante la fase de seguimiento externo (Mes 1-6).

Exploraciones fisicas: Se realizaran exploraciones fisicas completas (incluyendo estado de funcién ECOG) en visitas
especificas intrahospitalarias y externas. También se registrara el historial médico y la demografica de cada sujeto
en la visita de seleccion.

Signos vitales: Los signos virales de cada sujeto se incluiran en cada exploracion fisica programada pero también se
tomaran en todas las visitas intrahospitalarias y externas. Los signos vitales incluyen presiéon sanguinea, pulso,
temperatura, y respiraciones. También se registrard el peso y la altura en visitas especificas. Los signos vitales
(menos altura y peso) se registraran cada hora durante las dos primeras horas y después cada 8 horas después de
que haya sucedido la dosificacion del farmaco activador.

Quimica sanguinea: Se extraera una muestra aleatoria no en ayunas de sangre de cada sujeto en visitas especificas
intrahospitalarias y externas y se recogera el suero para la quimica. Se realizaran los siguientes ensayos séricos:
AST (aspartato transaminasa), ALT (alanina transaminasa), GGT (gammaglutamil transpeptidasa), LDH (lactico
deshidrogenasa), LAP (leucina aminopeptidasa), fosfatasa alcalina, creatinina, bilirrubina total, proteina total,
albumina, nitrégeno de urea en sangre, colesterol total, glucosa, y electrolitos.

Analisis de orina: Se recogera una muestra aleatoria de orina correspondiente a la parte intermedia del flujo de cada
sujeto en visitas especificas intrahospitalarias y externas y se analiza. Se realizaran los siguientes ensayos:
descripcion de color y aspecto, gravedad especifica, pH, glucosa, cuerpos cetonicos, proteina, cantidad de glébulos
rojos y blancos, y piroluria.

Hematologia: Se extraerd una muestra aleatoria no en ayunas de sangre de cada sujeto en visitas especificas
intrahospitalarias y externas y se ejecutaran los siguientes ensayos hematoldgicos: recuento completo de sangre
(CBC) incluyendo recuento de glébulos blancos, recuento diferencial de glébulos blancos, recuento de globulos
rojos, hematocrito, hemoglobina, indices de glébulos rojos, y recuento de plaquetas. También se evaluara el PTT
(tiempo de tromboplastina parcial) y el PT (tiempo de protrombina).

Acontecimientos adversos: Se utilizaran los criterios terminolégicos comunes del NCI para acontecimientos adversos
(CTCAE version 3.0) para evaluar la toxicidad en el ensayo y el periodo de seguimiento de 3-6 meses. Un
acontecimiento/experiencia adversa es cualquier reaccion, efecto secundario, u otro acontecimiento adverso (signos,
sintomas, cambios en datos de laboratorio) asociados con el uso de un articulo de ensayo (farmaco, agente
biolégico, o dispositivo), se considere relacionado o no el acontecimiento con el articulo de ensayo. Un
acontecimiento/experiencia adversa seria es cualquier acontecimiento adverso o experiencia que provoca cualquiera
de los siguientes resultados: muerte, experiencia adversas potencialmente mortal, una anormalidad
congénita/defecto de nacimiento, hospitalizacion o prolongacién de hospitalizacion existente, o una
discapacidad/incapacidad persistente o significativa. Los acontecimientos/experiencias médicas importantes que no
provocan muerte, no son potencialmente mortales, o requieren hospitalizaciéon pueden considerarse experiencias
adversas serias cuando, basandose en el juicio médico apropiado, pueden comprometer al sujeto o puede requerir
intervencion médica o quirdrgica para evitar uno de los resultados enumerados en esta definicion.

La severidad de los acontecimientos adversos se clasificara del siguiente modo: Grado 1 (leve), Grado 2
(moderado), Grado 3 (severo), Grado 4 (potencialmente mortal o discapacitante), Grado 5 (muerte relacionada con
acontecimiento adverso). La relacién entre un acontecimiento adverso y la medicacién del estudio se determinara
basandose en el juicio clinico y las siguientes definiciones:
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a. definitivamente relacionado es un acontecimiento adverso que sigue una secuencia temporal razonable desde
la administracién de la medicacién del estudio, sigue un patron de respuesta conocido a la medicacién del
estudio, y, cuando sea apropiado para el protocolo, se confirma por mejora después de interrumpir la medicacion
del estudio (retirada positiva) y por reaparicion de la reaccion después de exposicion repetida (re-exposicion
positiva) y no puede explicarse razonablemente mediante caracteristicas conocidas del estado clinico del
paciente o por otras terapias,

b. probablemente relacionado es un acontecimiento adverso que sigue una secuencia temporal desde la
administracion de la medicacion del estudio, sigue un patrén de respuesta conocido a la medicacion del estudio
y, cuando se apropiado para el protocolo, se confirma por mejora después de retirada, y no puede explicarse
razonablemente mediante caracteristicas conocidas del estado clinico del sujeto o por otras terapias,

c. posiblemente relacionado es un acontecimiento adverso que sigue una secuencia temporal razonable desde la
administracion de la medicacion del estudio y sigue un patrén de respuesta conocido a la medicacion del estudio
pero que podia haberse producido por el estado clinico del sujeto o por otras terapias,

d. no relacionado es un acontecimiento adverso para el cual existe suficiente informacién que indica que la
etiologia no esta relacionada con la medicacién del estudio. Se aplican dos o mas de las siguientes variables a
un acontecimiento adverso no relacionado: 1. El acontecimiento adverso no sigue una secuencia temporal
razonable después de la administracién de la medicacion del estudio, 2. El acontecimiento adverso se explica
facilmente por el estado clinico del sujeto u otras terapias, 3. El acontecimiento adverso no disminuye después
de reduccién de la dosis o cese de la terapia (asumiendo que es razonable esperar disminucion del
acontecimiento adverso en el intervalo observado).

Se registraran todos los acontecimientos adversos observados o informados después de la inclusién de los sujetos.
Se registrara cualquier afeccion que esté presente en el momento de la inclusiébn que empeore como un
acontecimiento adverso. Los acontecimientos adversos se determinaran basandose en sintomas ofrecidos y la
observacion clinica y evaluacion en las visitas del ensayo. En cada visita intrahospitalaria y externa, se pedira a los
sujetos incluidos que ofrezcan informacion sobe acontecimientos adversos con preguntas no principales tales como
", Cémo se esta sintiendo?". Se registraran cambios en valores de laboratorio como acontecimientos adversos si se
consideran clinica significativos y si se requieren cambios clinicos o accion tales como inicio de un tratamiento.

Anticuerpos potenciales y respuesta inmune celular contra adenovirus y/o componentes del RTS: Se recogera
sangre de los sujetos en visitas especificas intrahospitalarias y externas para evaluar los anticuerpos potenciales y la
respuesta inmune celular contra el adenovirus y los componentes del RTS y antigenos tumorales. Se usara el
ensayo de tipo bloqueo de infectividad de AdVeGFP para detectar una respuesta de anticuerpos contra el vector
adenoviral (Nwanegbo, et al. 2004). La respuesta de anticuerpos contra los componentes del RTS se evaluara por
transferencia de western y/o ELISA usando suero de los sujetos y las proteinas RTS producidas por un vector de
expresion. Ademas, se hara ensayo combinado de citoquinas en el suero por Luminex para IL-12, IFN-gamma, IP-
10, y otras citoquinas Th1/Th2 tales como IL-2, TNFa, IL-4, IL-5 e IL-10. Estos ensayos de anticuerpos y citoquinas
necesitaran aproximadamente 10 ml de sangre.

Los ensayos de respuesta inmune celular usan aproximadamente 50-60 ml de sangre y se separaran los
subconjuntos de células T CD4 y CD8 de la misma. Las células T separadas se mezclaran con DC autélogas
transducidas con vector AdV vacio, vectores AdV-RTS, o AdV-RTS-hIL12 en un ensayo ELISPOT para la
produccion de IFN-gamma por las células T activadas por los antigenos derivados de AdV y RTS, si los hay. Se
realizaran ensayos similares usando las células tumorales tal cual y/o DC que expresan antigenos de melanoma
compartidos para evaluar la respuesta inmune prematura contra el tumor. También pueden realizarse ensayos
adicionales segun lo necesario.

Prueba de embarazo: A las mujeres en edad fértil se les hara una prueba de embarazo en orina en el visita de
seleccién y antes de la primera visita intrahospitalaria de la fase de retratamiento. La prueba se realiza a las 72, 48,
24, 6 12 horas antes de la administracion de farmaco activador durante el tratamiento inicial y también todos los
periodos de retratamiento. Si la prueba de embarazo en orina de positivo, entonces se obtendra confirmacion con
una prueba de embarazo en suero. Si se confirma el embarazo, no se permitird que el sujeto entre en el ensayo o
continde en la fase de retratamiento. La prueba de embarazo puede volver a realizarse tantas veces como sea
necesario.

Consulta de medicacién concomitante: En la seleccién, y antes de la primera visita intrahospitalaria de la fase de
retratamiento, se pedird a cada paciente que proporcione una lista de las medicaciones concurrentes para
determinar cualquier posible relaciéon con acontecimientos adversos que aparezcan durante el ensayo o la fase de
seguimiento.

Criterios de retratamiento: Si un sujeto ha tolerado la inoculacién previa de AdDC sin reacciones adversas que sean
limitantes, y no ha mostrado progresién de la enfermedad o disminucion sintomatica en el momento del
retratamiento potencial, se le considerara para retratamiento. Si, en opinién del investigador principal, y el médico de
tratamiento existe un potencial beneficio clinico de una o mas inyecciones intratumorales adicionales de AdDC en
combinacion con farmaco activador (dosis tolerada maxima de la cohorte 1) durante 14 dias consecutivos, se
ofrecera retratamiento al sujeto, con la condicién de que se cumplan los siguientes criterios:
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1. No hay toxicidades limitantes,

2. La enfermedad del sujeto esta estable o muestra signos clinicos o subjetivos de mejora, y

3. No hay evidencias de respuesta inmune de anticuerpos o celular contra los componentes adenovirales del
sistema terapéutico RheoSwitch®.

Evaluacion de la funcion del transgén y efectos inmunoldgicos: Se recogeran biopsias con punzén o por escision del
tumor y ganglios linfaticos de drenaje asociados durante la seleccién (dia -12 a dia -7), el dia 4, dia 8 y dia 14 del
ensayo y en el mes 1 del seguimiento (véanse las Tablas 3-5) para la evaluacion in vivo de la expresién transgénica
de hIL-12 y la respuesta inmune celular. Se recogeran biopsias por aspiracion con aguja fina del tumor y ganglios
linfaticos de drenaje asociados en el dia -12 a -7 y el dia 14 del periodo de retratamiento para la evaluacion in vivo
de la expresién transgénica de hlL-12 y la respuesta inmune celular. Las biopsias se evaluaran por microscopia
optica convencional e inmunohistoquimica para evaluar la infiltracion celular de células T en el tumor y ganglios
linfaticos de drenaje. Las secciones de biopsia se leeran por un patélogo que desconozca los antecedentes del
sujeto del estudio. Para distinguir entre expresién enddgena e inducida de IL-12 por las DC en el tumor y ganglios
linfaticos de drenaje, se usara RT-PCR sobre ARN con cenadores disefiados apropiadamente. Se extraera sangre
para un perfil de citoquinas séricas en la seleccién, el dia 4, dia 8 y dia 14 del ensayo, en el mes 1 del seguimiento y
en el dia -12 a -7, dia 8 y dia 14 del periodo de retratamiento (véanse las Tablas 3-5). Se obtendra un perfil de
citoquinas séricas para determinar si la expresion de otras citoquinas esta afectada por el tratamiento con el
transgén de hiL-12. Se hara ensayo combinado de citoquinas en el suero por Luminex para IL-12, IFN-gamma, IP-
10, y otras citoquinas Th1/Th2 tales como IL-2, TNFa, IL-4, IL-5 e IL-10. Estos ensayos de anticuerpos y citoquinas
necesitaran aproximadamente 10 ml de sangre.

Farmacocinética de dosis individual y en estado estacionario del farmaco activador: Se extraera sangre a intervalos
de tiempo especificos (predosis, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 12, 16, y 24 horas después de la dosis de la manana) en el
dia 1 del ensayo para la evaluacién de la farmacocinética de dosis individual y en el dia 8 del ensayo para la
medicién de la farmacocinética/ADME en estado estacionario del farmaco activador y sus metabolitos principales. Se
evaluara el plasma por HPLC para obtener los siguientes criterios de valoracion farmacocinéticos en estado
estacionario del farmaco activador y metabolitos principales: Cmax (concentracién maxima observada en plasma),
Tmax (tiempo hasta la concentracion maxima observada en plasma), Ctrough (concentracién minima observada en
plasma computada como el promedio de las concentraciones a las 0 y 24 horas), C24h (concentracién en plasma a
las 24 horas), AUC24h (area bajo la curva de concentracién de plasma-tiempo desde tiempo 0 hasta 24 horas), Ke
(tasas aparente de eliminacion), y T112 (semi-vida aparente).

Debe apreciarse que las anteriores realizaciones y ejemplificaciones descritas no pretenden ser limitantes en ningin
aspecto del alcance de la invencién, y que las reivindicaciones presentadas en este documento pretenden abarcar
todas las realizaciones y ejemplificaciones estén presentadas explicitamente o no en este documento.
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cacactggac 540
cccaactgcec 600
atatgagaac 660
gaacttgcag 720
ctcctggage 780
gaaagaaaag B840

gaagacatct 900
ctattacaat 960

1008
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atgtgtccag
ttggccagaa
teccaaaacce
ttttaccctt
acagtggagg
gagacctctt
gcectgtgcce
atgaatgcaa
gcagttattg
tecteoeettg
gectttcagaa

<210> 4
<211> 987
<212> ADN

cgcgcagect
acctcceocgt
tgctgagggce
gcacttctga
cctgtttace
tcataactaa
ttagtagtat
agcttctgat
atgagctgat
aagaaccgga

ttcgggcagt

<213> Homo sapiens

<220>

<223> p40 de IL-12

<400> 4

atgtgtcacce
gtggecatat
gcecectggag
accttggace
gagtttggag
ctoctgetge
aaagaaccca
acctgeotggt
ggctcttctg
agaggggaca

gctgetgaqgy

agcagttggt
gggaactgaa
aaatggtggt
agagcagtga
atgctggeca
ttcacaaaaa
aaaataagac
ggctgacgac
acccccaagg
acaaggagta

agagtctgcce

ES 2531522713

cecteecttgtg
ggccactcca
cgtcagcaac
agagattgat
attggaatta
tgggagttge
ttatgaagac
ggatcctaag
gcaggeccctg
tttctataaa

gactattgac

catctcttgyg
gaaagatgtt
cctcacctgt
ggtcttaggc
gtacacctgt
ggaagatgga
ctttctaaga
aatcagtact
ggtgacgtgc
tgagtactca

cattgaggtc

gctaccctgg
gacccaggaa
atgctccéga
catgaagata
accaaéaatg
ctggectoca
ttgaagatgt
aggcagatct
aatttcaaca
actaaaatca

agagtgacga

ttttccctgg
tatgtcgtag
gacaccectyg
tctggcaaaa
cacaaaggag
atttggteca
tgcgaggccea
gatttgacat
ggagctgcta
gtggagtgcce

atggtggatg

53

tcectecctgga
tgttcccatyg
aggccagaca
tcacaaaaga
agagttgcct
gaaagacetc
accaggtgga
ttctagatca
gtgagactgt
agctctgeat

gctatctgaa

tttttctgge
aattggattg
aagaagatgg
cecctgaccat
gcgaggttct
ctgatatttt
agaattatte
tcagtgtcaa
cactctctgc
aggaggacag

ccgttcacaa

ccacetcagt
ccttcaccac
aactctagaa
taaaaccagce
aaattccaga
ttttatgatg
gttcaagacc
aaacatgctg
gccacaaaaa
acttcttcat

tgcttcctaa

atectecccte
gtatecggat
tatcacctgyg
ccaagtcaaa
aagccattcg
aaaggaccag
tggacgttte
aagcagcaga
agagagagtc
tgecctgecea

gcoctcaagtat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

660
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gaaaactaca
ttgcagectga
acctggagta
agcaagagag
cgcaaaaatyg

gaatgggcat

<210>5
<211> 215
<212> PRT
<213> Mus sp.

<220>

<223> p35 de IL-

<400>5

Met Cys
1

Asn His

Leu
15

Thr
50

Lys

Ile
65

Asp
Cys Leu
Thr

Glu

Ser Leu

Gln

Leu

Ser

Ala

His

Pro

Ser

Met

ccagcagctt
agccattaaa
ctecacatte
aaaagaaaga
ccagcattag

ctgtgcecctg

12

Ser Arg

Ser Leu

20

Gln Ser

Arg Glu
Glu

Asp

Glu
85

Leu

Ser Thr

100

Met Thr

11%

Met Tyr

130

Asn His

Gln

Gln

Thr Glu

Gln Ile

Arg

ES 2531522713

ctteoatcagg
gaattctegy
ctacttctee
tagagtctte
cgtgcgggee

cagttag

Tyr Leu

Ala Arg Val

Leu
40

Asn

Leu
55

Lys Lys

Tle Thr

70

Arg

Leu His Lys

Thr

Arg

Leu
120

Leu

Gln
135

Phe Ala

Ile Leu Asp

Leu

Gly

gacatcatca
caggtggagg
ctgacattct
acggacaayga

caggaccgct

Phe Leu

10

Ile
25

Pro
Leu Lys
His

Tyr

Asp Gln

Ala

Val

Thr

Ser

Thr

aacctgaccc
tcagctggga
gcgttecaggt
cctcagccac

actatagctc

Thr Leu

Ser Gly

Thr Asp

45

Cys Thr

60

Ser Thr

75

Glu
90

Asn

Ser
105

Cys
Gly Ser
Ile

Asn

Lys Gly

54

Ser

Leu

Ile

Ala

Met

Leu

Cys

Pro Pro

Glu
125

Tyr

Ala
140

Leu

Leu Val

acccaagaac
gtaccctgac
ccagggcaag
ggtcatctge

atcttggagc

Ala Leu

15

Pro Ala

30

Asp Met

Ala Glu

Leu Lys

Ala Thr

95

Gln
110

Lys
Asp Leu
Gln

Asn

Ala Ile

720
780
840
900
960

287

Leu

Arg

val

Asp

Thr

80

Arg

Thr

Lys

His

Asp



10

145

Glu Leu Met

Pro Pro val

Ile Leu Leu
195

Met Gly Tyr

210

<210>6
<211> 335
<212> PRT
<213> Mus sp.

<220>

<223> p40 de IL-12

<400> 6

Met Cys
1

Val Ser

val Glu

Thr Cys

S0

Arg His

65

Glu Phe

Leu Ser

Ser Thr

Pro

Pro

Val

35

Asp

Gly

Leu

His

Glu
115

Gln Ser

165

Gly Glu

180

His Ala

Leu Ser

Gln

Leu

20

Asp

Thr

val

Asp

Ser

100

Ile

Lys

Met

Trp

Pro

Ile

Ala

85

His

Leu

150

Leu

aAla

Phe

Ser

Leu

Ala

Thr

Glu

Gly

70

Gly

Leu

Lys

ES 2531522713

aAgn

Asp

His

155

160

Asn Gly Glu Thr Leu Arg Gln Lys

170

175

Pro Tyr Arg Val Lys Met Lys Leu Cys

185

180

Ser Thr Arg Val Val Thr Ile Asn Arg Val

Ala
21s

Thr

Met

Pro

Glu

55

Ser

Gln

Leu

Asn

200

Ile

Trp

Asp

40

Asp

Cly

Leu

Phe
120

Ser

Glu

25

Ala

Asp

Lys

Thr

His

105

Lys

55

Trp

10

Leu

Pro

Ile

Thr

Cys
90

Lys

Asn

Phe

Glu

Gly

Thr

Leu

75

His

Lys

Lys

Ala

Lys

Glu

Trp

60

Thr

Lys

Glu

Thr

205

Ile

Asp

Thr

45

Thr

Ile

Gly

Asn

Phe
125

val

Val

30

val

Ser

Thx

Gly

Gly

110

Leu

Leu
15

Tyr

Asn

Asp

vVal

Glu

95

Ile

Lys

Leu

val

Leu

Gln

Lys

8o

Thr

Trp

Cys
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Glu

Arg

145%

Asp

Val

Glu

Ala

Phe

225

Met

Asp

Arg

Asn

Cys
305

Ser

Ala

130

Asn

Ser

Thr

Asp

Leu

210

Phe

Lys

Serx

Ile

Gln

290

Lys

Ser

<210>7

<211>219
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<223> p35de IL-12

<400>7

Pro

Met

Arg

Leu

Val

195

Glu

Ile

Pro

Trp

Gln

275

Lys

Gly

Cys

Asn

Asp

Ala

Asp

180

Thr

Ala

Arg

Leu

Ser

260

Arg

Gly

Gly

Ser

Tyr

Leu

val

165

Gln

Cys

Arg

Asp

Lys

245

Thr

Lys

Ala

Asn

Lys
325

Ser

Lys

150

Thr

Arg

Pro

Gln

Ile

230

Asn

Pro

Lys

Phe

Val

310

Trp

ES 2531522713

Gly
135

Phe

Cys

Asp

Thr

Gln

218

Ile

Ser

His

Glu

Leu
295

Cys

Ala

Arg

AsSn

Gly

Tyr

Ala

200

Asn

Lys

Gln

Ser

Lys

280

val

val

Cys

FPhe
ile
Met
Glu
185
Glu
Lys

Pro

val

Tyr
265
Met
Glu
Gln

Val

56

Thr

Lys

Ala

170

Lys

Glu

Tyr

Asp

Glu

250

Phe

Lys

Lys

ala

Pro
330

Cys

Ser

155

Sexr

Tyr

Thr

Glu

Pro

235

val

Ser

Glu

Thr

Gln

315

Cys

Ser

140

Ser

Leu

Ser

Leu

Asn

220

Pro

Ser

Leu

Thr

Ser

300

Asp

Arg

Trp

Ser

Ser

val

Pro
205

Tyr

Lys

Trp

Lys

Glu

285

Thr

Arg

val

Leu

Ser

Ala

Ser

190

Ile

Ser

Asn

Glu

Phe

270

Glu

Glu

Tyr

Arg

Vval

Ser

Glu
1785

cys

Glu

Thr

Leu

Tyr

255

Fhe

Gly

Val

Tyr

Ser
335

Gln

Pro

160

Lys

Gln

Leu

Ser

Gln

240

Pro

Val

Cys

Gln

Asn
320



Met

Asp

Gly

Ser

Thr

65

Thr

Leu

Ser

Glu

Leu

145

Ala

val

Ile

Ile

Cys

His

Met

Asn

50

Ser

Val

Asn

Arg

Asp

130

Leu

Val

Pro

Lys

Asp
210

<210>8

<211> 328
<212> PRT
<213> Homo sapiens

Pro

Leu

Phe

3s

Met

Glu

Glu

Ser

Lys

115

Leu

Met

Ile

Gln

Leu

195

Arg

Ala

Ser

20

Pro

Leu

Glu

Ala

Arg

100

Thr

Lys

Asp

Asp

Lys

180

Cys

val

Arg

Leu

Cys

Gln

Ile

Cys

85

Glu

Ser

Met

Pro

Glu

165

Ser

Ile

Met

Ser

Ala

Lys

Asp

70

Leu

Thr

Phe

Tyr

Lys

15¢

Leu

Ser

Leu

Ser

ES 2531522713

Leu

Arg

His

Ala

55

His

Pro

Ser

Met

Gln

135

Arg

Met

Leu

Leu

Tyr
215

Leu

Asn

His

40

Arg

Glu

Leu

Phe

Met

120

val

Gln

Gln

Glu

His

200

Leu

Leu

Leu

25

Ser

Gln

Asp

Glu

Ile

105

Ala

Glu

Ile

Ala

Glu

185

Ala

Asn

57

Val

10

Pro

Gln

Thr

Ile

Leu

90

Thr

Leu

Phe

Phe

Leu

170

Pro

Phe

Ala

Ala

Val

Asn

Leu

Thr

75

Thr

Asn

Cys

Lys

Leu

185

Asn

Asp

Arg

Ser

Thr

Ala

Leu

Glu

60

Lys

Lys

Gly

Leu

Thr

140

Asp

Phe

Phe

Ile

Leu

Thr

Leu

45

Phe

Asp

Asn

Ser

Ser

125

Met

Gln

Asn

Tyr

Arg
205

Val

Pro

30

Arg

Tyr

Lys

Glu

Cys

1190

Ser

Asn

Asn

Ser

Lys

190

Ala

Leu

15

Asp

Ala

Pro

Thr

Ser

95

Leu

Ile

Ala

Met

Glu

175

Thr

Val

Leu

Pro

val

Cys

Ser

80

Cys

Ala

Tyr

Lys

Leu

160

Thr

Lys

Thr
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<220>
<223> p40 de IL-12

<400> 8

Met Cys His Gln Gln Leu Val Ile Ser Trp Phe Ser Leu Val Phe Leu
1 5 10 15

Ala Ser Pro Leu Val Ala Ile Trp Glu Leu Lys Lys Asp Val Tyr Val
20 25 30

Val Glu Leu Asp Trp Tyr Pro Asp Ala Pro Gly Glu Met Val val Leu
35 . 40 45

Thr Cys Asp Thr Pro Glu Glu Asp Gly Ile Thr Trp Thr Leu Asp Gln
50 55 60

Ser Ser Glu Val Leu Gly Ser Gly Lys Thr Leu Thr Ile Gln Val Lys
65 70 75 80

Glu Phe Gly Asp Ala Gly Glmn Tyr Thr Cys His Lys Gly Gly Glu Val
a5 20 85

Leu Ser His Ser Leu Leu Leu Leu His Lys Lys Glu Asp Gly Ile Trp
100 105 110

Ser Thr Asp Ile Leu Lys Asp Gln Lys Glu Pro Lys Asn Lys Thr Phe
115 120 125

Leu Arg Cys Glu Ala Lys Asn Tyr Ser Gly Arg Phe Thr Cys Trp Trp
130 135 140

Leu Thr Thr Ile Ser Thr Asp Leu Thr Phe Ser Val Lys Ser Ser Arg
145 150 155 160

Gly Ser Ser Asp Pro Gln Gly Val Thr Cys Gly Ala Ala Thr Leu Ser
165 170 175

Ala Glu Arg Val Arg Gly Asp Asn Lys Glu Tyr Glu Tyr Ser Val Glu
180 185 150

Cys Gln Glu Asp Ser Ala Cys Pro Ala Ala Glu Glu Ser Leu Pro Ile
195 200 205

Glu Val Met Val Asp Ala Val His Lys Leu Lys Tyr Glu Asn Tyr Thr
210 215 - 220

58



10

15

20

25

30

35

ES 2531522713

Ser Ser Phe Phe Ile Arg Asp Ile Ile Lys Pro
225 230 235

Leu Gln Leu Lys Pro Leu Lys Asn Ser Arg Gln

245 250

Glu Tyr Pro Asp Thr Trp Ser Thr Pro His Ser

260 265

Phe Cys Val Gln Val Gln Gly Lys Ser Lys Arg

275 280

Val Phe Thr Asp Lys Thr Ser Ala Thr Val Ile

290 295

Ser Ile Ser Val Arg Ala Gln Asp Arg Tyr Tyr
305 310 315

Glu Trp Ala Ser Val Pro Cys Ser
325

<210>9

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento de respuesta del receptor de ecdisona sintético

<220>

<221> misc_feature
<222>(9) .. (9)
<223>nesa,c, t,got

<400>9
rrggttcant gacacyy 17

<210> 10

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento de respuesta del receptor de ecdisona sintético

<220>

<221> misc_feature
<222> (7) .. (7)
<223>nesa,c,got

<400> 10
aggtcanagg tca 13

<210> 11

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

59

Asp

Val

Tyr

Glu

Cys
300

Ser

Pro

Glu

Phe

Lys

2B5

Arg

Ser

Pro

Val

Ser

270

Lys

Lys

Ser

Lys

Ser

255

Leu

Asp

Asn

Trp

Asn
240

Trp

Thr

Arg

Ala

Ser
320
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15

20

25

<220>

<223> Elemento de respuesta del receptor de ecdisona sintético

<400> 11
gggttgaatg aattt

<210> 12
<211>18
<212> ADN
<213> Attificial

<220>

15

ES 2531522713

<223> Sitio de restriccién de endonucleasa de retorno I-Scel sintética

<400> 12

tagggataac agggtaat 18

<210> 13
<211> 37323
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ad-RTS-hIL-12 sintética (SP1-RheolL-12)

<400> 13

catcatcaat
ttgtgacgtg
gatgttgcaa
gtgtgegecg
taaatttggg
agtgaaatct
gtaccggecge
gcaccaggtg
gtgaatcgat
caaaataggc
ggtcggagta
cggagtactg

agactcttcg

aatatacctt
gcgegggycy
gtgtggcgga
gtgtacacag
cgtaaccgag
gaataatttt
gcgegecgtt
ccgcaataaa
agtactaaca
tgtccccagt
ctgtccteeg

tccteccgage

aaggaagagg

attttggatt
tgggaacggg
acacatgtaa
gaagtgacaa
taagatttgg
gtgttactca
tggccgectce
atatctttat
tacgctetcce
gcaagtgceag
agcggagtac
ggagtactgt

ggcggggteg

gaagcraata
gcgggtgacy
gcgacggatg
ttttcgocgeg
ccattttege
tagegecgtaa
gagtctagag
tttcattaca
atcaaaacaa
gtgccagaac
tgtcctecga
cctccgagceg

atcgaccccyg

60

tgataatgag
tagtagtgtg
tggcaaaagt
gttttaggceyg
gggaaaactg
tatttgtcta
atccggtgag
tetgtgtgtt
aacgaaacaa
atttctctat
gcggagtact
gagtactgtce

cecctecttec

ggggtggagt
gcggaagtgt
gacgtttttyg
gatgttgtag
aataagagga
gggagatceg
tattaggcge
ggtttttigt
dacaaactag
cgataatgca
gtecetocgag
ctececgagogy

ttcgaaggaa

&0

120

180

240

300

360

420

180

540

600

560

720

780



gaggggcgyy

catcttecetg
ttcectgget
tgtcgtagaa
cacceetgaa
tggcaaaace
caaaggaggc
ttggtecact
cgaggccaag
tttgacattc
agctgctaca
ggagtgccayg
ggtggatgee
cateateaaa
ggtggaggtc
gacattotge
ggacaagacc
ggaccgectac
gcgagctcga
aatteoegeece
gccggtgtge
gggcccggaa
ccaaaggaat
gaagacaaac
gygtgccteta
agtgccacgt
tcaacaaggd
cteoggtgeoac
accacgggga
ccagcgegea

agaaacctec

gtcgaagace
tagatcacgce
tttetggeat
ttggattgat
gaagatggta
ctgaccatcc
gaggttctaa
gatattttaa
aattattctg
agtgtcaaaa
ctctetgecag
gaggacagtg
gttcacaagc
cctgacccac
agctgggagt
gttcaggtcc
tcagccacgg
tatagctecat
attcatktgat
CeCQCCeCee
gtttgtetat
acctyggccck
gcaaggtctg
azcgtctgta
cggccaaaay
tgtgagttgy
gctgaaggat
atgctttaca
cgtggtttte
gectectoct

cegtagecac

ES 2531522713

tagagggtat
gtgccaccat
ctcccetegt
atccggatge
tcacctggac
aagtcaaaga
geccatteget
aggaccagaa
gacgtttcac
gcagcagagg
agagagtcag
cetgeccage
tcaagtatga
ccaagaactt
accctgacac
agggcaagag
tcatctgeeg
cttggagecga
cccecegggct
ccecceccta
atgttattet
gtcttcttga
ttgaatgteg
gcgaccceett
ccacgtgtat
atagttgtag
gcccagaagg
tgtgtttagt
ctttgaaaaa
tgtggctacce

tccagaccca

ataatgggty
gggtcaccag
ggcocatatgg
ccctggagaa
cttggaccag
gtttggagat
cekgetgett
agaacccaaa
ctgcotggtgy
¢tettetgac
aggggacaac
tgctgaggag
aaactacacc
gcagctgaag
ctggagtact
caagagagaa
caaaaatgec
atgggcatct
gcaggaattc
acgttactgyg
ccaccatatt
cgagcattcc
tgaaggaagc
gcaggeageg
aagatacace
aaagagtcaa
taccecattg
cgaggttaaa
cacgatgata
ctggtcctec

ggaatgttce

61

ccttagetgg
cagttggtca
gaactgaaga
atggtggtece
agcagtgagg
gectggecagt
cacaaaaaqg
aataagacct
ctgacgacaa
ccocaagggy
aaggagtatyg
agtctgeeca
agcagcttct
ccattaaaga
ccacattcct
aagaaagata
agcattageg
gtgcectgea
gatatcaagc
cocgaageogce
gcegretett
taggygtctt
agttectetg
gaaccceeca
tgcaaaggcg
atggectcetec
tatgggatct
aaaacgteta
atatggceeac
tggaccacct

catgecettea

tgtgtgaget
tetettbggtt
aagatgttta
tcacctgtga
tcttaggete
acacctgtca
aagatggaat
ttctaagatg
tcagtactga
tgacgtgeygg
agtactcagt
ttgaggtcat
tcatcaggga
attcteggea
acttcbecect
gagtcttcag
tgcgggecca
gttaggttgg
tcgggaktceg
ttggaataag
ggcaatgtga
ccecectoteg
gaagcttctt
cctggcocgaca
gcacaaccoce
tcaagcgtat
gatctgaggce
ggcecceccoga
aaccatgggt
cagtttggec

ccactcccaa

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



aacetgetga
ccttgeactt
gaggcctgtt
tcttecataa
tgccttagta
gcaaagcttce
attgatgagc
cttgaagaac
agaattcggg
tegacatcga
caaatttcac
tcaatgtate
cgggcgecce
ctgatcctte
aaccccagta
ttttetttee
agggactctcec
agctagttee
gtcacttggt
ttttgtgaag
cagtgttaga
dagctagege
tcagccotggg
cgctagacga
cececceacga
tgtttaccga
ggatcctgga
ggggaaccgg
ctgacaaaca

tgeceteotgga

gggcegteay
ctgaagagat
taccattgga
ctaatgggag
gtatttatga
tgatggatcc
tgatgcaggce
cggattttta
cagtgactat
gaacttgtet
aaataaagca
ttatcatgte
cctecteacyg
cgeccggacy
tcagcagaag
agagagcgga
gtggggcagt
gtcgcagecg
gagtageggag
ttttttagge
ctagtaaatt
cgecaccaty
ggacgagctc
tttcgatetg
cteccgeceee
tgcccttgga
ggcagagett
gggtagcgge
gctattcacg

tgatcaggte

ES 2531522713

caacatgctc
tgatcatgaa
attaaccaag
ttgectggee
agacttgaay
taagaggcag
cectgaattte
taaaactaaa
tgatagagtg
attgcagctt
tttttetecac
tgggcgegec
gegagcgetg
ctcaggacag
gacattttag
acaggcgagg
gaacgccgat
ggatttgggt
ctgeeggget
accttttgaa
gtecegctaaa
ggcectaaaa
cacttagacg
gacatgttgg
tacggecgcecte
attgacgagt
getgtggaac
agcagccecaa
cttgttgagt

atattgetac

cagaaggcoca
gatatcacaa
aatgagagtt
tccagaaaga
atgtaccagg
atctttetag
aacagtgaga
atcaagctct
atgagctatc
ataatggtta
tgcattctag
ggcctecgey
ccacgtcaga
cggeecgcty
gacgggactt
aaaagtagtce
gattatataa
cgcggttett
gggtacgtyac
atgtaatcat
ttectggeegt
agaagcgtaa
gcgaggacgt
gggacgggga
tggatatgge
acggtgggga
agaagagtga
atgaccetgt
gggcgaagag

gggcaggcty
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gacaaactct
aagataaaac
gcctaaatte
cctettetat
tggagttcaa
atcaaaacat
ctgtgecaca
gcatacttct
tgaatgectte
caaataaagc
ttgtggtetg
ccgggetetg
cgaagggege
cteataagac
gggtgacetct
cckttecbegge
ggacgcgccg
gtttgkbggat
getcggggtt
ttgggtcaat
ttktggettt
agtogcoceee
ggcgatggeg
ttccecegggt
cgacttcgayg
attegagatyg
ccaggacgtt
gactaacatc
gatcccacac

gaatgaacte

agaattttac
cagcacagtg
cagagagacce
gatggcectg
gaccatgaat
gctggeagtt
aaaatcctec
tcatgctttc
ctaacgtacg
aatagcateca
tccaaactea
gegectoecyg
agcgagegtce
tcggceecttag
agggeactgg
gattctgegy
ggtgtggcac
cgetgtgate
ggcgagtgty
atgtaatttt
tttgttagac
cocgagegatyg
catgccgacg
cecgggattta
tttgagcaga
cctgtggaca
gagggtectyg
tgtcaggcag
ttttectect

ctcattgcot

2700

2760

2820

28890

29490

3000

300

3120

3180

31240

3300

3360

3429

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



ccttttcaca
tgeaccgeaa
agctagtgtc
caatcattcet
tacgtgaaaa
caggaagatt
gtttggagca
tggagatget
ccocctaacy
ttacttttcca
ttcttgacga
aatgtcgtga
acectttgea
cgbtgtataag
gttgtggaaa
cagaaggtac
gtttagtega
gaaaaacacg
atatttgccg
tgaagaacaa
cacatctgac
ttcctegaga
tgttaacagy
cttcagtgga
catcggaaga
ggatecggee
aagcacagaa
cgcceattat
caaggtttet
cagccaacca

cttctgatga

ccgatecatt
ctcagicoeoat
caaaatgegt
gtttaatcca
agtatatgcc
tgcaaaactt
tttgttitte
tgaatcacct
ttactggccy
cecatatcgee
geattectag
aggaagcagt
ggcagcggaa
atacacctge
gagtcaaatg
cccattgtat
ggttaaaaaa
atctctagge
acttaaaaag
ctgggagtgt
agaaghtggaa
agaccttgac
attatctgta
gactgatatg
gagtagtaac
tgagtgegta
ggagaaggac
gcagtgtgaa
ctccgacaag
gcagttectt

agatttgaag

ES 2531522713

gatgcttcgag
tecagecaggag
gacatgagga
gaggtgaggg
gctttggaag
tigettegte
tttcgectta
tctgatteat
aagccygcttg
gtcetttgge
gggtctttee
teceteotggaa
ccccccacc£
aaaggcggcea
gctctcctca
gggatctgat
cgtctaggee
gcecacecatga
ctcaagtgct
cgctactete
tcaaggctag
atgattttga
caagataatg
cctctaacat
aaaggtcaaa
gtaccegaga
aaactgectyg
ccteocacetye
ctgttggtga
atcgecaggce

aggattacge

atggcatcct
taggagcecat
tggacaagac
gtttgaaatc
aatatactag
tgcettetet
ttggagatgt
satctagcet
gaataaggcc
aatgtgaggg
cctecbogeca
gcttcocttgaa
ggcgacaggt
caaccecagt
agcgtattca
ctggggccete
cccecgaacea
agctactate
ccaaagaaaa
ccaaaaccaa
aaagactgga
aaatggattce
tgaataaaga
tgagacagca
gacagttgac
ctcagtgege
tcagcacgac
ctgaagcagce
caaaccggca
tcatctggta

agacgtggca
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ccttgecaca
ctttgategy
agagettggce
cgcccaggaa
aacaacacat
acgttccata
tccaattgat
agceccecte
ggtgtgcecgtt
ceccggaaacce
aaggaatgca
gacaaacaac
gectetgegy
gccacgttgt
acaaggggct
ggtgcacatyg
cggggacgtyg
ttctatcgaa
accgaagtgc
aaggtcteeg
acagctattt
ttctacaggat
tgcecgtcaca
tagaataagt
tgtatcgccg
catgaagcgg
gacggtggac
aaggattcac
gaaaaacatc
ccaggacggyg

gcaagcggac

ggtcttcacyg
gtgctgacag
tgcctgaggy
gttgaacttce
ccegatgaac
ggcettaagt
acgttcctga
tcoceteoccee
tgtctataté
tggecetgte
aggtctgttg
gtctgtageg
ccaaaagcca
gagttggata
gaaggatgcc
ctttacatgt
gttttecttt
caagcatgeg
gtcaagtgtc
ctgactaggg
ctactgattt
ataaaagcat
gatagattag
gcgacatcat
gaattcccag
aaagagaaga
gaccacatgc
gaagtggtcc
ccecagttga
tacgagcage

gatgaaaacg

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

49890

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

$700

8760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180
6240

6300



aagagtcgga
tcgtggagtt
cgctgettaa
cggcctcaga
aggctggcat
tggcgttgga
cagggttgga
gcatctatat
tcctctcaat
ccctcaaget
acatgtegea
ctagagcggce
caaaccacaa
gectttatttg
tttatgttte
aaatgtggta
accteckbgaca
gcagacaagce
ggtcgactct
accaggtgca
gatgtgacceg
ggctetageg
ggaaagaata
goccgecatga
atgeccococat
gtectgooceg
actgcagect
tttgctttec
aagttgacgg

cagcagctygt

cactceette
cgecgaaggga
ggcttgctea
cagtattctg
ggccgaggto
caacatccat
gcagccgcaa
cctgaaccag
cctctotgag
caagaacaga
cacccaaccyg
cgccaccgey
ctagaatgca
taaccattat
aggttcaggg
tggctgatta
catgcagctc
cegtcaggge
agtcccegeg
gaccotgega
aggagctgag
atgaagatac
tataaggtgg
gcaccaactc
gggccggggt
caaactctac
cocgoogecgce
tgageoeeget
ctcttttggce

tggatctygey
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cgocagatcea
ttgccagggt
agtgaggtaa
ttcgegaaca
atcgaggatc
tacgcgetgce
ctggtggaag
ctgagcgggt
ctacgcacgc
aagctgecege
ccgectateco
gggagatcca
gtgaaaaaaa
aagctgcaat
ggaggtgtgg
tgatecegget
ccggagacgg
gcgteagegg
gtggcagatc
gtgtggeggt
gcecgatceac
agattgaggt
gggtcttatyg
gtrttgatgga
gegtcagaat
taccttgacc
ttcagcecget
tgcaagcagt
acaattggat

ccagcaggtt

cagagatgac
tegecaagat
tgatgcteceg
accaagcgta
tactgcactt
tcacggctgt
agatccagcg
cggecgcgttco
tcggcatgeca
ctttectega
tcgagtecoee
gacatgataa
tgctttattt
aaacaagtta
gaggtttttt
gceteogegeyg
tcacagcttg
gtgttggcayg
tggaaggtgc
aaacatatta
ttggtgetgy
actgaaatgt
tagtttrgta
agcattgtga
gtgatgggcet
tacgagaccyg
gcageccaceyg
gcagettece
tcrttgacce

tcegecctga
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tatcectcacy
ctcgecagect
agtegecgcega
cactegegac
ctgceggtge
cgtcatctet
gtactacctg
gtccgtcata
aaactccaac
ggagatctgg
cacgaatctc
gatacattga
gtgaaatttg
acaacaacaa
aaagcaagta
tttcggtgat
tctgtaageg
gtgteggggce
tgaggtacga
ggaaccagcc
cctgcacceeyg
gtgggegtgg
tctgcectge
gctcatattt
ccagcattga
tgtctggaac
cccgegggat
gttcatcege
gggaacttaa

aggcttecte

gtccaactta
gatcaaatta
cgatacgatyg
aactaccgca
atgtactcta
tctgaccgéc
aacacgctce
tacggcaaga
atgtgcatct
gatgtggcgy
taggcggect
tgagtttgga
tgatgctatt
ttgcattcat
aaacctctac
gacggtgaaa
gatgccggga
geagccatga
tgagacccege
tgtgatgctg
cgctgagttt
cttaagggtg
agcageccgcee
gacaacgecge
tggtcgceccce
gcecgttggag
tgtgactgac
ccgegatgac
tgtegtetet

cceteccaat

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

5780

5840

6900

G960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7380

8040

8100



gecggtttaaa
Egetgtoett
ttgagggtce
atgggcataa
gtggtygttgt
ttcagtagea
agctgggatyg
gctatgttec
tatccggtgce
gagacgccect
ccacgggcyg
aggatgagat
ataatggttc
ttgagttcay
gtaggggaga
gtaggeccgt
ccgteatece
ctgaccaaat
aagtttttca
agttecaggce
cctogttteg
gggccagggt
tgaaggggtg
tgctgaagcy
catagtccag
cgcacgaggy
ccggggagta
tgagctctgyg
tacctctggt
cgtatacaga

acteggaceca

acataaataa
atttaggygt
tgtgtatttt
geccgtetet
agatgatcca
agctgattge
ggtgcatacg
cagccatatc
acttgggaaa
tatgacctcce
cggectggge
cgtcatagge
catcecggeec
atggggggat
tcagctggga
aaatcacace
tgagcagggyg
ccgccagaag
acagtttgag
ggtcccacag
cgggttgggg
catgtctttc
cgctcecggge
ctycecggtet
ccocctocgeg
gcagtgcaga
ggcateccgeg
ccgttcggag
ttccatgage
cttgagaggc

ctctgagaca
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aaaaccagac
tttgegegeg
tteccaggacy
ggggtggagy
gtcgtagcag
caggggcagg
tggggatatg
cctccgggga
tttgteatgt
aagattttece
gaagatattt
catttttaca
aggggcgtag
catgtctacc
agaaagcagg
tattaccgge
ggccactteyg
gegctegecg
accgtcegec
cteggteace
caggetttege
cacgggcgea
rtgecgogotag
tcgeecctgog
gcgtggoect
cttttgagag
cocgoaggece
tcaaaaacca
cggtgtecac
ctgteoetcga

aaggotegeg

tetgtttgga
cggtaggcec
tggtaaaggt
tagcaccact
gagcgcetggg
cecttggtgt
agatgcatct
ttcatgttgt
agcttagaag
atgcattegt
ctgggatcac
aagcgeggge
ttaceccteac
tgcggggcga
ttectgagea
tgcaactggt
ttaagcatgt
cccagcgata
gtaggcatgc
tgctctacgg
tgtacggcag
gggtcctcgt
ccagggtgcg
cgtecggcecay
tggcgogcag
cgtagagctt
cgcagacggt
ggtttogcocee
geteggtgac
geggtgtteo

tecagaccag
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tttggatcaa
gggaccageg
gactctggat
gcagagectte
cgtggtgecet
aagtgtttac
tggactgtat
gcagaaccac
gaaatgcgtg
ccataatgat
taacgtcata
ggagggtgee
agatttgeat
tgaagaaaac
getgegactt
agttaagaga
ccctgactcyg
gcagttcttg
ttttgagegt
catctcgate
tagtcggtge
cagcgtagte
cttgaggctyg
gtagcatttg
cttgecettyg
gggcgegaga
ctegeattee
atgcttttty
gaaaaggctg
geggtectec

cacgaaggag

gcaagtgtet
gtetcagteg
gttcagatac
atgctgcggg
azaaatgtct
asageggtca
ttttaggttg
cagcacagtg
gaagaacttg
ggcaatgggce
gttgtgttce
agactgeggt
ttcccacget
ggttteeggg
accgcagecg
getgcagotyg
catgttttee
caaggaagca
ttgaccaagc
cagcatatct
tegtceoagac
tgggtcacygy
gtcctgetgg
accatggtgt
gaggaggcgce
aataccgatt
acgagccagg
atgcgtttet
tcecgtgtcec

tcgtatagaa

gctaagtggg

8160

g220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

B940

2000

2060

8120

2180

5240

8300

9360

2420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960



aggggtagceg
¢cgccctette
ttcectgaagg
cgctgtetge
ctgcactaay
tgatgccttt
gecttggtgge
tttggttttt
gcgcaacgca
gccaaccgcg
gctoegttggt
gctgcgtcete
cgaagtagtc
gcgegegetce
cgtacatgec
ggtagcatct
cgaggaggtc
tgaagatgge
ctgtgagacc
getcggeggt
acttatcectg
tccagtactc
actggttgac
cggcctteeg
actggtattt
gectttttgga
cgcgaggcat
ttacctgggce
gttccaagaa

getcttcagqqg

gtcgttgtec
ggcatcaagy
ggggctataa
gagggccage
attgtcagtt
gagggtggec
aaacgacccg
gtegegatcg
ccgeoecatteg
gttgtgcagg
ccagcagagy
gtccgggdgg
tatcttgcat
gtatgggttyg
gcaaatgtcyg
teccaccgegg
gggaccgagy
atgtgagttg
taccgecgtca
gacctgecacg
tcoereteet
ttggatcgga
ggecctggtag
gagegaggtg
gaagtcagtg
acgeggatte
aaagttgcegt
ggcgagcacg
gcgegggatg

ggagctgago
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actaggggat
aaggtgattyg
aagggggtygg
tgttggggty
tccaaaaacyg
gcatcocatct
tagagggegt
gcgegcetect
ggaaagacgg
gtgacaaggt
cggeegecect
tctgcgtecea
ccttgcaagt
agtgggggac
taaacgtaga
atgctggege
ttgctacggg
gatgatatgg
cgcacgaagyg
tctagggege
ttecacaget
aacccgteogy
gegeoageate
taggtgageg
tcgtcgecate
ggeagggcega
gtgatgcgga
atctcétcaa
ccettgatgg

ccgtgctetg

ccactcgetc
gtttgtaggt
gggcgegttce
agtacteccet
aggaggattt
gygtcagaaaa
tggacagcaa
tggccgegat
tggtgecgectce
caacgctggt
tgcgcgagca
cggtaaagac
ctagecgectg
cccatggeat
ggggetctct
gcacgtaatce
cgggetgetee
ttggacgcty
aggcegtagga
agtagtccag
cgcggttgag
cctocgaacg
ccttttetac
caaaggtgtc
cgeectgete
aggtgacatc
agggtcccag
agccgttgat
aaggcaattt

aaagggccca
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cagggtgtga
gtaggccacy
gtcecteacte
ctgaaaagcg
gatattcacc
gacaatcttt
cttggcgatg
gtttagctge
gtcgggeace
ggctacctct
gaatggcgagt
ceegggceage
ctgeccatgeyg
ggggtgggty
gagtattcca
gtatagttcg
tgctcggaag
gaagacgttg
gtegegecage
gatttecttyg
gacaaactct
gtaagagcct
gggtagcgeg
cctgaccatg
ccagagcaaa
gttgaagagtc
cacctcggaa
gttgtggcec
tttaagttce

gtctgecaaga

agacacatgt
tgaccgggtyg
tcttecgeat
ggcatgactt
tggcecgegg
ttgttgtcaa
gagcgcagsyg
acgtattege
aggtgcacge
ccgegtagge
agggggtcta
aggcgcgcgt
cgggegygcaa
agegcggagy
agatatgtag
tgcgagggag
actatctgee
aagctggegt
ttgttgacca
atgatgtcat
tegoggeett
agcatgtaga
tatgecetgeog
actttgaggt
aagtcegtge
atcttteoecy
cggttgttaa
acaatgtaaa
tcgtaggtga

tgagggttgg

10020
16080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700

11760



aagcgacgaa
tectaaacty
cttgttecca
gctcateted
ccatccaagt
agaecgateygg
gaaagtagaa
agtactggca
caaggaagca
cttcggetge
ccacgccgeg
catcgegeag
gctectgeag
taatttccag
gegegactac
ctaaaagcgg
agggggcagyg
gctggegaac
gacgggcccy
gacggcggcce
ggccatgaac
ggcggcgagg
gttccagacg
cgcgagattg
gtagttgagg
cgtggattcg
dgcgaagity
gatgagctcg
ttctecaate
aggggggaca

ctececcgogyg

tgagctccac
gcgacctatg
gcggteceat
gccegaactte
ataggtctet
gaagaactgg
gteccrgega
gcggtgcacg
gagtgggaat
ttgtcocttga
cgagoccaaa
atgggagetyg
gtttacctcg
gggctggttyg
ggtaccgege
tgacgegggce
ggcacgtegy
gecgacgacge
gtgagcttga
tggcgcaaaa
tactcgatct
tcgttggaaa
cggetgtaga
agectccacgt
gtggtggegg
ttgatatcee
aaaaactggg
gcgacagtgt
tccecttoea
cggcggcegac

cgacggegea
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aggtcacggyg

geccatttttte
ccaaggtteg
atgaccagca
acategtagy
atectecegec
cgggccgaac
ggctgtacat
ttgagcecccot
ccgtetggeot
gtccagatgt
teccatggtet
catagacggyg
gtggeggegt
ggegggeggt
gagcccocogg
cgecgeogoyge
ggeggttgat
acctgaaaga
tctcctgecac
cttectoctg
tgcgggcocat
ccacgcceee
gccgggegaa
tgtgttctge
ccaaggcctce
agttgcgege
cgcgcaccte
taagggecte
gacggcgcac

tggtctcggt

ceattagceat
ctggggtgat
cggetagatc
tgaagggcac
tgacaaagag
accaattgga
actcgtgety
cctygcacygag
cgectggegg
gctcgagyggyg
ccgegegegy
ggagctcececg
tcagggegeg
cgatggcettg
gggecgeagg
aggtaggggg
gggcaggage
ctcctgaatc
gagttcgaca
gtcrcctgag
gagatctcecg
gagctgegag
ttecaggecateyg
gacggegtag
cacgaagaag
aaggcacteoc
cgacacggtt
gcgctcaaag
ccettettet
cgggaggcgg

gacggcgcgg
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ttgcaggtgg
gcagtagaag
tocgegoggea
gagctgette
acgeoteggtyg
ggagtggcta
gettttgtaa
gttgacctga
gttiggctgyg
agttacggty
cggteggage
cggcgtcagg
ggetagatce
caagaggceyg
ggtgtcetty
ggctoccggac
tggtgetgey
tggecgectet
gaatcaattt
ttgtcttgat
cgteccggete
aaggegttga
cgggegegea
tttcgcagge
tacataacce
atggecteoegt
aactecctcet
gctacagggg
tottotgaceyg
tcgacaaagc

ccgttctoge

tcgcgaaagyg
gtaagcgggat
gtcactagag
craaaggccc
cgaggatgeg
ttgatgtggt
aaacgtgecge
cgaccgogea
tggtcctcta
gatcggacca
ttgatgacaa
tcaggeggga
aggtgatace
catcceoecgeg
gatgatgeat
ccgecgggag
cgogtaggtt
gcgtgaagac
cggtgtcgtt
aggcgatcte
gctccacggt
ggcctcecte
tgaccaccty
gctgaaagag
agcgtcogeaa
agaagtccac
¢cagaagacg
cctoteette
gcggtggagd
gectogatcat

gggggcgcag

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

126860

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

131260

13320

13380

13440

13500

13560

13620



ttggaagacg
ggatacggey
cctgagcogag
acagtcgcaa
tctggcggag
cgacagaaéc
ccaggctteg
cggcacttct
ggcggagttt
catcggctga
ctgegtgagy
gatggtgtaa
gagcrcggtg
ccgcaccagg
gegtagggtg
gatgtaccty
gacgeggttce
ggtcaggege
ctetteoegtg
gccccgtatce
tgtgecgacgt
ctgcgctage
aageattaag
gaccccoggt
catgcaagac
cccagatgca
agcagcggca
ccgeggttga
acctggactt

acccaagggt

ccgeccogtea
ctaacgatgce
tcegeatega

ggtaggctga

‘gtgetgetga

accatgtect
ttttgacatc
tettoctectetr
ggccgtaggt
agcagggeka
gtagactgga
gtgcagttgy
tacctgagac
tactggtatc
gccggggeto
gacatccagg
cagatgttgc
gcgcaatcgt
gtctggtgga
cggcegteey
cagacaacygyg
ccttttggee
tggctegete
tcgagtctcg
cocogettgea
tecggtgetyg
gacatgcagyg
cgcggeagca
ggaggaggge

gcagetgaag
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tgtceoggtt
atctcaacaa
ccggatcgga
gcaccgtgge
tgatgtaatt
tgggtccggce
ggcgcagqgtc
cctettgtec
ggcgcectct
ggteggegac
agtcatccat
ccataacgga
gegagtaage
ccaccaaaaa
cgggggcgag
tgatgeegge
gcagcggcaa
tgacgctcta
taaattegea
cegtgateca
gggagtgcte
actggcegey
cctgtageeg
gaccggeegy
aattoctecg
cggcagatgce
gcacectcee
gatggtgatt
gagggectgg

cgtgatacge

atgggttgge
ttgttgtgta
aaacctcteg
gdgceggcagce
aaagtaggcg
ctgctgaatg
tttgtagtag
tgecatctett
tcctocccatg
aacgcgcteyg
gtccacaaag
ccagttaacyg
cctcgagtcea
gtgcggegge
atetteocaac
ggcggtygtg
aaagtgctee
gcgtgcaaaa
agggtatcat
tgcggttacc
cttttggctt
cgcagcgtaa
gagagttatt
acktgeggcga
gaaacaggga
gcccecctee
ctcctectac
acgaaccecce
cgcggcecagg

gtgaggcgta
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ggggggctge
ggtactccgce
agaaaggcgt
gggcggcggt
gtcttgagac
cgcaggeggt
tcttgeatga
geatetateg
cgtgtgacce
gctaatatag
cggtggtatg
gtctggtgac
aatacgtagt
ggctggcggt
ataaggcgat
gaggcgegeg
atggtcggga
ggagagcetg
ggcggacgac
gcccécgtgt
ccttecaggce
geggttagge
ttccaagggt
acgggggtte
cgagceoectt
tcagcagegg
cgcgtcagga
gcggcgecgy
agcgeeoctcet

cgtgecgegg

catgecggcag
cgecgaggga
ctaaccagtc
cggggttgtt
ggcggatggt
cggccatgcece
gcctttetac
ctgeggegge
cgaagcecocct
cetgetgeac
cgecegtgtt
ccggetgega
cattgcaagt
agaggggcca
gatatccgta
gaaagtcgeg
cgctctggee
taagcgggcea
cggggttcga
cgaacccagg
geggeggety
tggaaagcga
tgagtcgegy
goctcecoccegt
tcttgcttﬁt
caagagcaag
ggggcgacat
goocegyacact
cctgagegge

cagaacctgt

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

l4400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420



ttcacgacey
gcgagctgeg
acgcgcgaac
catacgagea
gtacgcttgt
gcgegotyga
agcacagcag
gcegeotgget
tgagectgge
acgccogeaa
ggttctacat
gcaacgagced
agctgataca
agtcectactt
cagctgggge
tggaggaata
tgttteotgat
ccagcogtee
gctgactgeg
aattctggaa
cgtaaacgcg
cgcgectgett
gctagtgggg
cctgggotee
gagacaggag
gcaaagtgag
gcagaccgta
tcccacagge
gctgctaata
cttgctgaca

ggagattaca

cgagggagag
gcatggectg
cgggattagt
gacgatgaac
ggegcgegag
gcaaaaccca
ggacaacgag
gctcgatttg
tgacaaggtg
gatataccat
gcgcatggeg
catccacaag
cagecetgcaa
tgaegeggge
cggacctggg
taacgaggac
cagatgatgc
ggccttaact
cgcaatcctg
gcggtggtee
ctggccgaaa
cagegegtgg
gaktgtgegeg
atggttgcac
gacﬁacacca
gtgtaccagt
aacctgagec
gaccgegega
gegececttea
ctgtaccgeg

agtgtcagce
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gagceccgagy
aatcgcgagce
ccegegegeqg
caggagatta
gaggtggceta
aatagcaagc
gcattcaggg
ataaacatcc
geogecatea
acecccttacyg
ctgaaggtgc
gccgtgagced
agggecetgg
gctgacctge
ctggcggtgg
gatgagtacy
aagacgcaac
ccacggacga
acgcgttceqg
cgacgecgege
acagggccat
ctecgttacaa
aggeogtgge
taaacgcctt
actttgtgag
ctgggccaga
aggctttcaa
ccgtgtctag
eggacagtygy
aggecatagg

gcgegcotygy

agatgcggga
ggttgctgcg
cacacgtgge
actttcaaaa
taggactgat
cgctcatgge
atgcgctget
tgcagagcat
actattecat
ttcccataga
ttaccttgag
tgagccggcg
ckggcacggyg
gctgggegce
cacccgegeg
agccagagga
ggacceggeg
ctggcgccég
gcagcagccyg
aaaccccacg
ccggeccgac
cagcggcaac
gcggcgtgag
cctgagtaca
cgecactgcgg
ctattttete
aaacttgcag
cttgctgacyg
cagegtgtec
tcaggecgeat

goaggaggac
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teogaaagttce
cgaggaggac
ggcegeegac
aagctttaac
gocatctgtgyg
greagctgtoe
aaacatagta
agtggtgeag
gecttagectq
caaggaggta
cgacgacctg
gcgogagete
cagoggegat
aageccgacge
cgctggcaac
cggcgagtac
gtgcgggacgy
gtecatggace
caggcecaace
cacgagaagg
gaggccggcee
gtgcagacca
cgegegeage
cagcccocgeca
ctaatggtga
cagaccagta
gggcrgtggyg
cecaactege
cgggacacat
gtggacgage

acgggcagcc

cacgcagggc
tttgagceey
ctggtaaceg
aaccaggtge
gactttgtaa
cttatagtgc
gagcccgagg
gagcgeagcet
ggcaagtitt
aagatcgagg
ggcgtttatc
agcgacegeg
agagaggcecy
goeoctggagg
gtcggcggeg
taagcggtga
cgctgcagag
gcatcatgtc
ggckctecge
tgctggegat
tggtctacga
acctggacceyg
agcagggcaa
acgtgccgeg
ctgagacacc
gacaaggecct
gggtgegggc
gectgttget
acctaggtca
atacttteca

tggaggcaac

15480

15540

15600

15860

15720

15780

15840

15800

15860

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280



cctaaactac
cgaggaggag
cggggtaacg
tgectcaaae
gaacccogay
ctacacecggg
¢gacagcgaty
agaggeggcy
tgeggccceg
cactcgcacc
gcagccgeag
agtggacaag
gcgceecgeeo
tgactcggea
cettegecec
aactcaccaa-
cgcggcygaty
agtggcggcy
gcggtacctg
attcgacacc
ctaccagaac
aggggaggca
gaaaaccatce
taaggcgegg
cgagtgggtyg
tatgaacaac
aagcgacatc
tggtcttgte
gecaggatge

gcggraacec

ctgctgacca
cgcatcttge
cccagegtagy
cggecgttta
tattteacca
ggattcgagdg
ttttcceege
ctgcgaaagy
cggtcagatyg
acccgcecge
cgcgaaaaaa
atgagtagat
accecgtegte
gacgacagca
aggctgggga
ggecatggea
tatgaggaag
gcgetgggtt
cggcotaceg
acccgtgtgt
gaccacagca
agcacacaga
ctgcatacca
gtgatggtgt
gagttcacgc
gcgatcgtgg
ggggtaaagt
atgecctgggy
ggggtggact

ttccaggagg
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accggeggca
gctacgtgea
cgctggacat
tcaacegect
atgccatcett
tgcecgaggg
aaccgcagac
aaagcttecyg
ctagtagece
gectgetyggy
acctgectee
ggaagacgta
aaaggcacga
gegtectgga
gaatgtttta
cegagegttg
gtectcootoe
ctcccttega
gggggagaaa
acctggtgga
acttteotgac
ccatcaatcect
acatgccaaa
cgcgettgec
tgcecegaggy
agcactactt
ttgacacceg
tatatacaaa
tcacccacag

gctttaggat

gaagatccce
gcagagegty
gaccgecgege
aatggactac
gaacccgcac
taacgatgga
cctgetagag
caggecaagce
atttccaage
cgaggaggag
ggcatttcce
cgegeagygag
ccgtcagegg
tttgggaggg
aaaaaaaaaa
gttttottgt
ctcctacgag
tgctececty
cagcatcagt
caacaagtca
cacggteatt
tgacgaccgg
tgtgaacgag
tactaaggac
caactactcc
gaaagtgggc
caacttcaga
cgaagcctte
ccgectgage

cacctacgat
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tecgtegeaca
agccttaacc
aacatggaac
ttgcategeyg
tggctaccegce
ttcetcoctggg
ttgcaacagc
agcttatceg
ttgatagggt
tacctaaaca
aacaacggga
cacagggacyg
ggtctggtgt
agtggcaacc
aagcatgatyg
atteccectta
agtgtggtga
gaccegeogt
tactctgagt
acggatgtgg
caaaacaatg
tcgcactggg
ttcatgttta
aatcaggtgg
gagaccatga
agacagaacyg
ctggggtttg
catccagaca

aacttgttgg

gatctggagg

gtttaaacag
tgatgcegega
cgggeatgta
cggcegeegt
cccctggtte
acgacataga
gcgagcaggce
atctaggcge
ctectaccag
actcgctgct
tagagagcct
tgccaggccc
gggaggacga
cgtttgcgca
caaaataaaa
gtatgcggeg
gcgoeggegoec
ttgtgectec
tggcaccecct
catcectgaa
actacagccc
gcggegacct
ccaataagtt
agctgaaata
cecatagacct
gggttctgga
acccegteac
tcattttget
gcatcegeaa

gtggtaacat

17340
1740Q
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17540
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020

15080



tececgeoactyg

cgggggtgge
ggcageegeg
ctttgcca&a
cccecgetgey
agaggacagc
ccgeagetag
cctgetttge
catgatgeaa
gggcgecday
ccaactcatce
gattttggeyg
cacagateac
tactgacgce
gcgcgtocta
taacacaggc
cgaccaacac
cggcogeact
caactacacy
gcgeggagee
cogecgeega
tcgcacegge
tgtgeccccoee
gactcagggt
geceecgtgege
ctgttgtatg
agaagagatg
ggattacaayg
acttgacgac
aggtcgacge

gecgetecace

ttggatgtgg
gcaggeggea
gcaatgcage
c¢gggetgagg
caacecgagyg
aagaaacgca
taccttgeat
actoctgacy
gaccccgtga
ctgttgcceg
cgccagttta
cgeccgecayg
gggacgetac
agacgccgea
tcgagcecgcea
tggggcctgce
ccagtgcegcg
gggegeacca
cccacgccge
cggcgctatg
ceoggecacty
cgacgggegyg
aggtecaage
cgcaggggca
aceccgeoeecc
tatccagegyg
ctccaggtea
ccccgaaage
gaggtggaac
gtaaaacgtg

cgcacctaca
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acgectacca
gcaacagcag
cggtggagga
agaagcgcge
tegagaagec
gttacaacct
acaactacgg
taacctgegg
ccttcegete
tgeacteccaa
cotetetgac
cccccaccat
cgetgogeaa
cctgccccta
crtettgage
gcttccemaag
tgecgegggcea
cegtegatga
caccagtgte
ctaaaatgaa
ccgeccaacg
ecatgcgggce
gacgagcgge
acgtgtattg
cgegcaacta
cggcggcegeg
tcgegeecgga
taaagcgggt
tgctgcacgce
ttttgegace

agogegtgta

ggcgagcttg
tggcagcgge
catgaacgat
tgaggecgaa
tcagaagaaa
aataagcaat
cgacccteag
cteggageag
cacgegeecag
gagcttctac
ccacgtgtte
caccaccgte
cagecategga
cgtttécaag
aagcatgtec
caagatgttt
ctaccgcgeg
cgecategac
cacagtggac
gagacggcgy
€gcggceggcyg
cgetegaagyg
cgccgeagea
ggtgcgegac
gattgcaaga
caacgaagct
gatctatgge
caaaaagaaa
taccgogcece
cggcaccacc

tgatgaggtg
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aaagatgaca
gcggaagaga
catgccattc
gragcggeeg
cecggtgatca
gacagcaccet
accggaatce
gtctactggt
atcagcaact
aacgaccagg
aatecgettte
agtgaaaacyg
ggagteecage
gcectgggca
atcctrtacat
ggcggdgeca
ccetggggcyg
gcggtggtag
gcggccattc
aggcgegtag
gcecctgetta
ctggeegegg
geegeggeca
tcggttageg
aaaaactact
atgtccaagce
ccccegaaga
aagaaagatyg
aggcgacggag
gtagtccttka

tacggcgacg

ccgaacaggg
actecaacge
geggegacac
aagctgcege
aacccctgac
tcacccagta
gctcatggac
cegttgecaga
ttecgatagt
ccatctactc
ccgagaacca
ttectgetet
gagtgaccat
tagtctegce
cgcccagcaa
agaagcgcete
cgcacaaacyg
aggaggcgeyg
agaccgtggt
cacgtcgeca
acecgegcacy
gtattgtecac
ttagtgcetat
gectgegegt
tagactcgta
gcaaaatcaa
aggaagagca
atgatagatga
tacagtggaa
cgeccggtga

aggacctger

19140

19200

19260

19320

19380

19440

13500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19924

19980

20040

20100

201640

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20340



tgagcaggcc
ggegttgecy
ggtgctgecc
cttggceacce
aaaaatgacc
ggcgceggga
tattgccace
ggatgecgey
ggacccgtgg
cgcegecagce
ctatcgtggc
tggaacccgce
gatggctoge
cgtttaaaayg
cceggtgecg
gacgggeggce
cggcggtatc
aattgcatce
aaatcaaaat
tggaagacat
actggcaaga
ggageggcat
gcagcacagg
tagatggcct
ataagattaa
agacagtgte
tggtgacgcea
¢ccacccgtce
tggacergee

ttgttgtaac

aacgagegec
ctggacgagg
gecgettgeac
accgtgcagc
gtagaacctg
ctgggcgtge
gccacagagy
gtgcaggegyg
atgtttcgcg
gcgctactge
tacacctacce
cgcegecgte
gaaggaggca
ccggtetteg
ggattecgay
atgegtegtg
ctgccectee
gtggecttge
aaaaagtctg
caactttgcg
tatcggecace
taaaaatttc
ccagatgcty
ggectetgge
cagtaagctt
tccagaggygg
aatagacgag
catcgcgccce
tceccecgece

ccgtectage
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tcggggagtt
gcaacccaac
cgtcecgaaga
tgatggtacc
gactggagee
agaccgtgga
gcatggagac
tcgetgegge
tttcageccceco
ccgaatatge
gcaccagaay
geegteogeea
ggaccctggt
tggttcttge
gaagaatgca
cgcaccaccg
ttakttccact
aggcegcagag
gactctcacg
tcrctggece
agcaatatga
ggttccaccg
agggataagt
attagcgggg
gateccegece
cgtggcgaaa
ccteectegt
aﬁggctaccg
gacacceage

cgcgogtcocco

tgcectacgga
acctagccta
aaagcgoggc
caagcgceag
cgaggtceege
cgtteagata
acaaacgtee
cgegtecaag
ccggegecceg
cctacatcet
acgagcaact
gececgtgetg
gctgeccaaca
agatatggec
ccgtaggagg
gcgyeggcygc
gatcgcogeg
acactgatta
ctecgectcggt
cgcgacacgg
gcggtggege
ttaagaacta
tgaaagagca
tggtggacct
ctcecgtaga
agcgtcegeg
acgaggaggc
gagtgctggg
agaaacctgt

tgcgeegege
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aagcggcata
aagcccgtaa
ctaaagcgcey
cgactggaag
gtgcggccaa
cccactacca
ccggttgect
acctctacgg
cgcegttega
tecattgege
acccgacgec
gcececcgattt
gcgcgctacce
ctcacetgee
ggcatggecg
gogtogeace
gcgattggeg
aaaacaagtt
cctgtaacta
ctcgcgcccg
cttcagetgg
tggcagcaag
aaatttccaa
ggccaaccag
ggagcecteca
cceccgacagg
actaaagcaa
ccagcacaca
getgecagge

cgccagegagt

aggacatgct
cactgcagca
agtctggtga
atgtettgga
tcaagcaggt
gtagcaccag
cagcggtggc
aggtgeaaac
ggaagtacgg
ctacccecgg
gaaccaccac
ccgtgegceag
accccagcat
gcctecgttet
gccacggect
gtegecatgey
ccgtgoeegqg
gcatgtggaa
tttecgtagaa
ttcatgggaa
ggctocgotgt
gcetggaaca
caaaaggtgyg
gcagtgcaaa
ceggeegtgg
gaagaaactc
ggcetgecca
ccegtaacge
ccgaccgeeg

ccgogategt

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

224440

22500

22560

22620

22680

22740



tgcggeecgt
tgcaatecect
atgcgtccat
getaccoett
gagtacctga
aataacaagt
cagcgtttga
gcgecggetca
gacatccgeyg
aacgccctgy
cttgaaataa
gagcagcaaa
gagggtattc
cctgaaccte
agagtectaa
aatgaaaatg
gtggaaatge
cctaaagtgg
tacatgccea
aacaggeccta
acgggtaata
caagacagaa
aggtactttt
gaazatcatg
aatacagaga
gatgctacag
atcaatctaa
ccegacaagce
gactacatga
gcacgetggt

ggcctgeget

agccagtggce
gaagégccga
gtcgccgeca
cgatgatgec
gcoecgggcet
ttagaaacce
cgcetgegget
ccctagctgt
gcecgtgctgga
ctcccaaggg
acctagaaga
aaactcacgt
aaataggtgt
aaataggaga
aaaagactac
gagggeaagy
aatttttcte
tattgtacag
ctattaagga
attacattge
tgggtgttct
acacagagct
ctatgtggaa
gaactgaaga
ctettaccaa
aattttcaga
atgccaacct
taaagtacag
acaagcgagt
cccttgacta

acegctcaat
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aactggcaaa
¢gatgcttcet
gaggagctgce
gcagtggtet
ggtgeagtte
cacgatggeg
catceoctgtg
gggtgataac
caggggecct
tgccocaaat
agaggacgat
atttgggcag
cgaaggtcaa
atctcagtygg
cccaatgaaa
cattettgta
aactactgay
tgaagatgta
aggtaactca
ttttagggac
ggegggecaa
ttcataccag
tcaggctgtt
tgaacttcca
ggtaaaacct
taaaaatgaa
gtggagaagt
teccttecaac
ggtyggcteec

tatggacaac

gttgctggge

gcacactgaa
gatagctaac
tgagccgecyg
tacatgcaca
goceoeogegeca
cetacgeacg
gaccgtgagg
cgtgtgctgyg
acttttaage
ccttgogaat
gacaaggaag
gcgecttatt
acacctaaat
tacgaaacag
ccatgttacyg
aagcaacaaa
gcageogeay
gatatagaaa
cgagaactaa
aattttattyg
gcatcgecagt
cttttgcttyg
gacagctatg
aatcactgct
aaaacaggtc
ataagagtty
ttectgtact
gtaaaaattt
gggctagtgg
gtcaacccat

aatggtegcet
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cagcategtg
gtgtcgtatg
cgegeecogct
tctegggeca
ecgagacgta
acgtgaccac
atactgcgta
acatggcttc
cectactcetgg
gggatgaagce
acgaagtaga
ctggtataaa
atgccgataa
aaattaatca
gttcatatgce
atggaaagcet
gcaatagtga
coccagacac
tgggccaaca
gtctaatgta
tgaatgetgt
attccattgy
atccagatgt
tteccactggy
aggaaaatgyg
gaaataattt
ccaacatagc
ctgataaccc
actgctacat
ttaaccacca

atgtgcecte

ggtctggggg
tgtgtcatgt
ttccaagatyg
ggacgecteg
cttcageoety
agaccggtece
ctcgtacaag
cacgtacttt
cactgcetac
tgctactget
cgagcaagcet
tattacaaag
aacatttcaa
tgcagctyagg
aaaacccaca
agaaagtcaa
taacttgact
tcatatttet
atctatgccc
ttacaacagce
tgtagatttyg
tgatagaacc
tagaattatt
aggtgtgatt
atgggaaaaa
tgccatggaa
getgtatetyg
aaacacctac
taaccttgga
ccgeaatget

ccacatccag

22800

22860

22920

22980

23040

231040

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

240860

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600



gtgccteaga
gagtggaact
agggttgacg
atggeccaca
tectttaacg
aacgtgcccea
cgccttaaga
tctggcteta
gcecattacee
gagtttgaaa
accaaagact
tatatccecag
agecgtcagg
caacacaaca
taccectgecta
aaaaagttte
atgggcgcac
gacatgactt
gtctttgacg
cgcacgecct
ctgecgecat
ggocatattt
tcgoctgege
ttgectggaa
agcgactcaa
ettctteecco
acteggecege
aaactcccat
tcaacagtcc

tggagegeea

agttetttge
tcaggaagga
gagccagcat
acaccgectce
actatctetce
tatccatece
ctaaggaaac
taccctacct
ttgactette
ttaageogcte
ggttcctggt
agagctacaa
tggtggatga
actctggatt
acttccccta
tttgogateg
tcacagacct
ttgaggtgga
tggtcecgtgt
tctoggecgy
gggctecagt
tttgggcacc
catagtcaat
ccegoactca
gcaggtttac
cgacegetgt
ctgtggacta
ggatcacaac
ccaggtacag

ctegeceetac
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cattaaaaac
tgttaacatg
taagtttgat
cacgettgag
cgecgecaac
ctceccgeaac
ccecatcactg
agatggaacc
tatcagctgg
agttgacggyg
acaaatgeta
ggaccgcatg
tactaaatac
tgttggctac
tcegettata
caccctttgg
gggccaaaac
tcccatggac
gcaccagccg
caaggccaca
gagcaggaac
tatgacaagc
acggccggtce
aaaacatgct
cagtttgagt
ataacgctgg
ttetgeegea
cccaccétga
ccecaccetge

ttecgcagee

ctcecttctee
gttctgcaga
agcatttgece
gccatgcetta
atgctctacc
tgggeggctt
ggctcgggct
ttttacckea
cctggcaatg
gagggttaca
qctaactata
tactccttcet
aaggactace
cttgeececa
ggcaagaccey
cgcatcccat
cttetetacyg
gagcccacece
caccgcggoeg
acataaagaa
tgaaagccat
gctttecagg
gcgagacigg
acctctttga
acgagtcact
aaaagtccac
tgtttetcca
accttattac
gtegecaacca

acagtgcgea
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tgceogggete
gctcectagyg
tttacgccac
gaaacgacac
ctataccege
tocgeggetyg
acgaccctta
accacacctt
accgcectget
acgttgecca
acattggcta
ttagazactt
aacaggtggg
ccatgcgega
cagttgacaq
tctccagtaa
ccaactecgce
ttctttatgt
tcatecgaaac
gcaagcaaca
tgtcaaagat
ctttgtttet
gagcgtacac
geoctttgge
cctgogecgt
ccaaagcegta
cgectetgee
cggggtacce
ggaacagctc

gattaggagc

atacacctac
aaatgaccta
cttettecce
caacgaccag
caacgctace
ggecttcacy
ttacacctac
taagaaggtg
tacccccaac
gtgtaacatyg
¢cagggette
ccagcccatg
catcctacac
aggacaggcc
cattacceay
ctttatgtec
ccacgegeta
tttgtttgaa
cgtgtacctg
tcaacaacag
crttggttgtg
ccacacaage
tggatggcct
ttttctgace
agcgccattyg
caggggeoceca
aactggcecee
aactccatgc
tacagettec

gccacttert

24660

24720

24780

24840

24900

24960

25020

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

28220

26280

26340

26400



tttgtcactt
gettttatte
aaaaatcaaa
actggtgtte
tttcactcea
tgaagtegca
actggaacac
gatecgegtce
ttocccaaaaa
ggtgaccgtg
taaaagccac
actgattgge
gcaccacatt
gcgcgegetyg
taatgcttce
acgcgeagec
cctgcaggaa
acccgceggtg
caggcagtag
cgegegeage
tcaccgtaat
cacgcgocac
gcttgattag
cttcocteget
gcttottttt
tgggtgtgeg
geocgecteat
acacgtceccte
cgcgctgete
agtcagtega

ccgatgecgce

gaaaaacatg
gtacactcte
ggggttctge
agtgctccac
caggctgege
gttggggeet
tatcagcgee
caggtectee
gggegegtgdc
ceccggtetgg
ctgagcektct
cggacaggec
teggececac
ccegttrteg
gtgtagacac
cgtgggetey
tcgeeecatce
ctcctocgtte
tttgaagttc
ctecatgece
ttcactttee
tgggtcgtct
caccggtggyg
gteccacgact
cttettggge
cggcaccaqe
ccgetttttt
catggttgygyg
ctectteccga
gaagaaggac

caacgegoct
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Laaaaataat
gggtgattat
cgeogeatege
ttaaactcag
accatcacca
cegeccetgeg
gggkggatgea
geghtgctca
ccaggctttg
gegttaggat
gcgecttcag
gcgtcgtgcea
cggttcttea
ctegtcacat
ttaagetoge
tgatgcttgt
atcgtcacaa
agccaggdtet
geetttagat
ttetececacy
getecgctygy
tcattcagece
ttgotgaaac
acctcotyggty
gcaatggcca
gegtettgtg
gg9ggcgecc
ggacgtcgeg
ctggccattt
agcctaaceg

accaccttce

gtactagaga
ttaceeccac
tatgcgccac
gcacaaccat
acgcgtttag
cgogegagtt
cgetgaceag
gggcgaacgyg
agttgcactce
acagegectg
agaagaacat
¢gcagcacct
cgatcttgge
ccatctcaat
cttegatete
aggtcacctce
aggtcttgtt
tgcatacggce
cgttatccac
cagacacgat
getcttecte
gccgecactgt
ccaccatttg
atggcgggeg
aatccgecge
atgagtcttic
9999ag99c¢gg
cegeaccgeg
ccetctecta
cceectetga

ccgtegagge
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cactitecaat
cctitgoogte
tggcagggac
ccgcggeadc
caggtcggge
gegatacaca
cacgctettyg
agtcaacttt
gcaccgtagt
cataaaagee
gecogeaagac
tgcgtegygtg
cttgctagac
caggrgerce
agogeagogg
tgcaaacgac
gctggtgaag
cgccagagcet
gtggtacttg
¢ggcacacte
ttecteottge
gegettacce
tagcgccaca
ctcgggettg
cgaggtcgat
ctegtocteg
cggcgacggg
tcegegececg
taggcagaaa
gttcgceceace

accceegett

aaaggcaaat
tgegeegett
acgttgcgat
tcggtgaagt
gecgatatcet
gggttgcage
teggagatea
ggtagctgcc
ggcatcaaaa
ttgatctget
ttgceggaaa
ttagagatct
tgcteocttca
ttatttatca
tgcagccaca
tgcaggtacg
gtcagctgea
tccacttggt
tccatcageg
agegggttea
gtcegcatac
cctttgecat
tettcoeottt
ggagaagage
ggccgeggge
gactcgatac
gacggggacg
ggggtggtt
aagatcatgy

accgecteca

gaggaggagg

26460
26530
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26340
27000
27060
27120

27180

27240

27300

. 27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27300

27960

28020

28080

28140

28200

28260



aagtgattat
caacagagga
dgggggacga
tgcagcgccea
ccatagcgga
aacgccaaga
ccgtgccaga
coctgcegtge
tacctgatat
agaagcgcgc
tgttggtgga
tcacccactt
gtgagctgat
cagaggaggg
agectgecga
agettgagtg
cattgcacta
agctctgeaa
tgcttcattce
tatttctatg
gcaacctcaa
tcaacgagcg
aaaccctgea
actttatect
ttgtgecccat
agctageccaa
tactggagtg
cgcagctgct
acgaaaagtce

ttcgcaaatt

cgagcaggac
taaaaagcaa
aaggcatggce
gtgecgccatt
tgtcagcett
aaacggcaca
ggtgettgec
caaccgcagc
cgcctegete
ggcaaacgct
actcgagggt
tgocctacecy
cgbgegeegt
cctaccegea
¢ttggaggag
catgcagcegy
cacgtttega
cctggtectee
cacgctcaag
ctacacctgg
ggagctgcag
cteegtggee
acagggtctg
agagcgctca
taagtacecge
ctaccttgee
tecactgtege
taacgaaagt
cgcgycteey

tgtacctgag
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ccaggttttyg
gaccaggaca
gactacctag
atctgcgacg
gcctacgaac
tgcgagcceca
acctatcaca
cgagcggaca
aacgaagtgc
ctgcaacagg
gacaacgcge
gcacttaacc
gegoageoece
gttggcgacy
tgacgcaaac
ttectttgctg
cagggeotacy
taccttggaa
ggcgaggcge
cagacggcca
aaactgctaa
gcgecacctgg
ccagacttca
ggaatcttge
gaatgeccetce
taccactctg
tgcaacctat
caaattatcg

gggttgaaac

gactaccacg

taagogaaga
acgcagagge
atgtgggaga
cgttgcaaga
gccacctatt
acccocgegeet
tcttttteca
agcagctgge
caaaaatctt
aaaacagcga
gcctagecgt
taceccccaa
tggagaggga
agcagctagce
taatgatgge
acceggagat
tacgccagge
ttttgcacga
gcecgegacta
tgggcgttteg
agcaaaactt
cggacatcat
ccagtcaaag
ccgeeacctg
cgccgettty
acataatgga
gcaccccgcea
gtacctttga
trcactcoggy

cccacgagat
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cgacgaggac
aaacgaggaa
cgacgtygcty
gcgecagegat
ctcacecgege
caacttctac
aaactgcaag
cttgoggecag
tgagggtett
aaatgaaagt
actaaaacgc
ggtcatgage
tgcaaatttyg
gcgetggett
cgeagtgcete
gcagcgeaag
ctgcaagatce
aaaccgcett
cgtecgegac
gcagcagtgce
gaaggaccta
tttccccgaa
catgttgcag
ctgtgcactt
gggccactge
agacgtgagc
ecogeteoctyg
gctgcagggt
gctgtggacg

taggttctac

cgctcagtac
caagtcggge
ttgaagcatce
gtgeccoceteg
gtaccceccca
cccgtatttg
atacccctat
ggcgctgtca
ggacgcgacg
cactctggag
agcatcgagg
acagtcatga
Ccaagaacaaa
caaacgegeg
gttaccgtgy
ctagaggaaa
tccaacgtyy
gggcaaaacg
tgcgtttact
ttggaggagt
tggacggect
cgcctgctta
aactttagga
cctagcgact
taccttetge
ggtgacggtc
gtttgcaatt
ccoteogectg
tcggettace

gaagaccaat

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400

29460

29520

29580

29640

29700

29760

29820

29880

29940

30000

30060



cococgeccegec
aattgcaagc
actctggacce
ageagcagcec
ccgocecaceca
gaggaggagg
gaggtgtcag
tcggcaaccg
gttcgecagac
ccgoeygoogt
aagaacgeca
tttettctet
ctetacagec
aaggcgaccy
aggaggagga
caggattttt
gaaaataaaa
agatcagett
gactettaag
ccageggocea
cacgccectac
ctactcaacc
aatacgcgec
taataacctt
cacractgty
gcagcttgeyg
gacaatcaga
ccgtoecggac
ggcaatccta
gcaatttatt

ccactatceg

taatgeggag
catcaacaaa
ccagtecgge
geqagecett
cggacgagga
acatgatgga
acgaaacacc
gttccageat
ccaaccgtag
tagcccaaga
tagttgctty
accatcacgg
catactgcac
gatagcaaga
gegetgegte

cccactetgt

aacaggtete

cggegoacge
gactagttte
cacccggoge
atgtggagtt
cgaataaact
caccgaaacc
aatccceogta
gtacttcecca
ggcggctttce
gggcgaggta
gggacatttc
actctgcaga
gaggagtttg

gatcaattta
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¢ttaccgeoet
gceecgccaag
gaggagctca
getteecagy
ggaatactgyg
agactgggag
gtcaccctcg
ggctacaacc
atgggacacc
gcaacaacag
cttgcaagac
cgtggcctte
cggeggcage
ctctgacaaa
tggegeccasa
atgctatatt
tgegateocct
tggaagacqgc
gcgocettte
cagcacctgt
accagccaca
acatgagege
gaattctect
grtggeecgce
gagacgccca
gtcacagggt
ttcagctcaa
agatcggegg
cctegtecte
tgecateggt

ttectaactt

gcgtcattae
agtttetget
acceaatcee
atggﬁaccca
gacagtcagg
agcctagacg
gtcgeatteo
tocgetecte
actggaacca
cgccaagget
tgtaggggca
ccccgtaaca
ggcagcaaca
geecaagaaa
cgaaccegta
tcaacagagc
caccegeage
ggaggetete
tcaaatttaa
tgtcagcgece
aatgggactt
gggaccecac
ggaacaggcg
tgcoceoctggtg
ggccgaagtt
gcggkegece
cgacgagtcg
cgececggeege
tgagccgege
ctactttaac

tgacgcggta
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ccagggecac
acgaaaggga
ceegeegeeg
aaaagaagct
cagaggaggt
aggaagctectc
cctcgoecgge
aggcgeegec
gggcecggtaa
accgctcatg
acatctcctt
tcctgeatta
geagcggeca
tccacagegy
tcgacccgeg
aggggccaag
tgcetgtate
ttcagtaaat
gogegaaaac
attatgagca
gcggetggay
atgatatccee
gctattacea
taccaggaaa
cagatgacta
gggcagggta
gtgagctccet
tcttcattca
tetggaggea
cocttbotegy

aaggactecgg

acttettggece
cggggggttt
cageccotatce
gcagetgeeg
tttggacgag
cgaggtcgaa
gcoccagaaa
ggcactgece
gtccaagcag
gcgcgggcac
cgccogeoge
ctacogtcat
cacagaagca
cggcageage
agcttagaaa
aacaagagct
acaaaagcga
actgecgeget
tacgtcatet
aggaaattec
ctgcccaaga
gggtcaacgg
ccacaccteg
gtccegetece
actcaggggce
taactcacct
cgcttggtet
cgcctegtca
ttggaactcet
gacctcccgg

cggacggcta

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30600

30660

30720

30780

30840

30200

30960

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31300

3las0

31920



cgactgaatg
ccgecacaag
tcatatcgag
cctgattegyg
tetocactgtg
ctaataaaaa
gtttattcay
ctgcaaactt
caceccactat
acceogtgta
cctttgrate
ccgaaccetet
tggacgaggc
aaaccaagtce
taactgtggc
aggecceget
tgtcagaagg
ccettactat
tgaaagagcc
atgtaacaga
atacttectt
aacttaatgt
ttagttatcc
ctataaactc
cttcaaacaa
acgctacage
caaacacaaa
ctatggttcce
gaaacaaaiaa

gactaaatgc

ttaagtggag
tgctttgcee
ggcccggege
gagrcttacce
atttgcaact
aaaataataa
cagcacctce
tcteccacaat
cttcatgttyg
tccatatgac
ccccaatggg
agttacctce
cggcaacctt
aaacataaac
tgocgecgea
aaccgtgeac
aaagctagcc
cactgcctca
catttataca
cgacctaaac
gcaaactaaa
agcaggagga
gtetgatgcet
agcccacaac
ttccaaaaag
catagccatt
tcccectcaaa
taaactagga
taatgataag

agagaaagat
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aggcagagca
gcgacteogyg
acggecgteey
agcgcecect
gtcctaacee
agcatcactt
ttgcectect
ctaaatggaa
ttgcagatga
acggaaaccg
tttcaagaga
aatggcatygce
acctcgocaaa
ctggaaatat
cctectaatayg
gactccaaac
ctgcaaacat
ceceectetaa
caaaatggaa
actttgac&g
gttactggag
ctaaggattg
caaaaccaac
ttggatatta
cttgaggtta
aatgcaggag
acaaaaatty
actggcctta
ctaactttgt

gctaaactca

actgegectg
tgagttttge
gettacegee
gctagttgag
tggattacat
acttaaaatc
cccagetctg
tgtecagttte
agegegeaag
gtcctecaac
gtccceectag
ttgcgetcaa
atgtaaccac
ctgcaccect
tcgogggcaa
ttagcattge
caggcccoect
ctactgccac
aactaggact
tagcaactygg
cettgggetet
attctcaaaa
taaatctaag
actacaacaa
acctaagcac
atgggcttga
gcecatggect
gttttgacag
ggaccacace

ctttggtctt
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aaacacctgg
tactttgaat
cagggagagc
cgggacaggg
caagatctta
agttagcaaa
gtattgcage
ctcoctgttee
accgtetgaa
tgtgoettte
ggtactctct
aatgggcaac
tgtgagecoca
cacagttace
cacactcace
cacccaaggi
caccaccace
tggtagcttg
aaagtacggy
tccaggtgty
tgattcacaa
cagacgecctt
actaggacag
aggcctttac
tgccaagggg
atttggteca
agaatttgat
cacaggtgee
agctcecatet

aacaaaatgt

tccactgtcyg
tgcecgagga
ttgococgtag
gaccetgtgt
ttcectttaa
tttetgteca
ttcctectgg
tgtecatecg
gataccttca
cttactcocte
ttgcgectat
ggcctetetc
cctotcaaaa
tcagaagcce
atgeaatcac
ccectcacag
gatagcagta
ggcattgact
gctectttge
actattaata
ggcaatatgc
atacttgatg
ggccctctet
ttgtttacag
ttgatgtttg
cctaatgeac
tcaaacaagg
attacagtag
cctaactgta

ggcagtcaaa

31880

32040

32100

32160

32220

32280

32340

32400

32460

32520

32580

32640

32700

32760

32820

2880

32940

33000

330690

33120

33180

33240

33300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

33720



tacttgctac
ttcaaagtgce
tectggacece
caaacgcetgh
ccaazaagtaa
taaccattac
tgtecattttce

cttacacttet

tttactttee

ccacatagct
ctgceaccec
agcatcatat
cgagcecaaac
tcgctgteca
gaaggagaag
tggtgctgea
aacatggcag
ctcecgggcac
accacaatat
accacagaac
ataaacacgc
taccatataa
aaaacctgcec
goccaggact
aggcacacgt
cagggaacéa
taactcacgt
atggtagecgac
cgagacaacc
atatttecctg

ccgcttagat

agtttcagtt
tcatecttatt
agaatattgyg
tagatttatg
cattgtcagt
actaaacggt
atgggactgg
ttcatacatt
aattgcagaa
tatacagatc
cctoccoaaca
catgggtaac
getecatcagt
gctgctgage
tecacgecta
gcagegegeg
tggtetecte
agcagcgcac
tgttcaaazat
cracgtaggec
tggacataaa
acctectgatt
cgeccggetat
cgtaaccatg
gbatacactt
ccecattectg
tgtgocattgt
gggtttectgt
gagatcgtgt
aagcaaaacc

cgctctgtgt
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ttggctgtta
ataagatttyg
aactttagaa
cctaacctat
caagtttact
acacaggaaa
tctggecaca
geccaagaat
aatttcaagt
accgtacctt
cacagagtac
agacatattc
gatattaata
cacaggctgc
catgggyggta
aataaactgc
agcgatgatt
cctgatctea
cceacagtge
atcataccac
cattacctct
aaacatggeg
acactgcagg
gatcatcatg
ccteaggatt
aatcagcgta
caaagtgtta
ctcaaaagga
tggtcgtagt
aggtgcggec

agtagttgta

aaggcagtct
acgaaaatgg
atggagacct
cagcttatce
taaacggaga
caggagacac
actacattaa
aaagaatecgt
catttotoat
aatcaaacte
acagtecttt
ttaggtgtta
aacktccoceocgg
tgtccaactt
gagteataat
tgcegecgee
cgcacecgece
cttaaatcag
aaggcgcetgt
aagegcaggt
tttggecatgt
ccatccacca
gaaccgggac
ctecgtcatga
acaagetect
aatcccacac
¢cattcgggea
ggtagacgat
gtcatgccaa
gtgacaaaca

gtatatccac
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ggctccaatca
agtgctacta
tactgaagge
aaaaktctcac
caaaactaaa
aactccaagt
tgaaatattt
ttgtgttatg
tcagtagtat
acagaaccct
ctececgget
tattcecacac
gcagctcact
gcggttgctt
cgtgcaccayg
getcegtect
geagcataag
cacagtaact
atccaaagct
agattaagtyg
tgtaattcac
ccatectaaa
tggaacaatg
tatcaatgtt
coegegttay
tgcagggaag
deageggatg
ccctactgta
atggaacgcc
gatctgegte

tctctcaaag

tctggaacag
aacaattcct
acagcctata
ggtaaaactg
cctgtaacac
gcatactcta
gecacatect
tttcaacgtg
agceoccacca
agtattcaac
ggccttaaaa
ggtttecetgt
taagttcatg
aacgggcggce
gatagggcygy
gcaggaatac
gocgocttgte
gcagcacage
catggcgggy
gegacecectce
cacctoecgg
ccagcetyggee
acagtggaga
ggcacaacac
aaccatatce
acctcgeacg
ateoctorcagt
cggagtgcge
ggacgtagte
teecggteoteg

catccaggcecq

33780

33840

33300

33960

34020

34080

341490

34200

34260

34320

34380

34440

34500

34560

34820

34680

34740

34800

34860

34920

34980

350490

35100

35160

35220

35280

35340

35400

35460

35520

35580



ccceetgget
caccgcagaa
aggagcggga
cctcaaaatyg
cagccaaaga
cggccctcac
acattccagc
ctctaagcaa
ccaccttcag
tataagatte
ggccagotga
aaccatgaca
c¢gtagccceg
aaaatcaggce
aaggcaggta
tgcgggttte
tgtcttacaa
tgaccgtaaa
tccggagtea
aaaaagcgac
gcoceccatag
coctectgee
gcggcageca
tcgacacggce
tatataggac
acgcgaacct
tcogttitee
aagttactce
caaacteecac

atg

tcgagttcta
taagccacac
agagctggaa
aagatctatt
acagacaatg
grecaagtay
accttecaacc
atcccgaata
cctecaageag
aaaagcggaa
acataatcgt
aaagaaccca
atgtaagett
aaagcctege
agctceggaa
tgcataaaca
caggaaaaac
aaaactggte
taatgtaaga
cgaaatagcec
gaggtataac
taggcaaaat
taacagtcag
accagctcaa
taaaaaatga
acgcccagaa
cacgttacgt
gccoctaaaac

coootoatta
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tgtaaactce
cegagccaacce
gaaccatgtt
aagtgaacge
gcatttgtaa
acgtaaagge
atgcccaaat
ttaagtccgg
cgaatcatga
cattaacaaa
gcaggtctgc
cactgattat
gttgcatggg
gcaaaaaaga
cecaccacaga
caaaataaaa
aacccttata
accgtgatta
ctcggtaaac
cgggggaata
aaaattaata
agcaccectee
ccttaccagt
tcagtcacag
cgtaacggtet
acgaaagcca
cactteccat
ctacgtcacc

tcatattggc

ttecatgcgce
tacacatteg
gteettttta
gcteccetec
gatgttgcac
taaacccttc
aattctcatc
ccattgtaaa
ttgcaaaaat
aataccgcga
acggaccage
gacacgcata
cggegatata
aagcacateg
aaaagacacc
taacaaaaaa
agcataagac
aaaagcacca
acatcaggtt
catacceogea
ggagagaaaa
cgetccagaa
aaaaaagaaa
tygtaaaaaag
aaagtccaca
aaaaacccac
tttaagaaaa
cgccecgtte

ttcaatccaa
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gccgcectga
ttctgecgagt
ttccaaaaga
ggtggegtag
aatggcettec
agggtgaatc
tegeccacctet
aatctgctee
tcaggttect
tceccgtaggr
geggecactt
ctcggagota
aaatgcaagyg
tagtcatgct
atttttcocret
acatttaaac
ggactacggc
cegacagcete
gattcacatc
ggcgtagaga
acacataaac
caacatacag
acctattaaa
ggccaagtge
aaaaacacce
aacttccrcea
ctacaatteo
ccacgooceg

aataaggtat

taacatccecac
cacacacggy
ttatccaaaa
tcaaactcta
aaaaggcaaa
tectotataa
ctcaatatat
agagcgcecct
cacagacctg
ccettegeay
ccocgecagy
tgectaaccag
tgctgctbcaa
catgcagata
caaacatgtc
attagaagcc
catgccggeg
cteggteatg
ggtcagtgct
caacattaca
acctgaaaaa
cgettocaca
aaaacaccac
agagcgagta
agaaaaccgce
aatcgteact
caacacatac
cgccacgtea

attattgatg

315640
35700
35760
35820
35880
35940
16000
36060
36120
36180
36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
36660
36720
36780
36840
36900
16960
37020
37080
37140
37200
37260
37320

37323
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REIVINDICACIONES

1. Uso de células dendriticas modificadas por ingenieria in vitro que comprenden un vector para expresar de forma
condicional una proteina que tiene la funcién de interleuquina-12 (IL-12) en la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de un tumor en un mamifero,

Comprendiendo dicho vector un polinucleétido que codifica un conmutador génico,

comprendiendo dicho conmutador génico

(1) al menos una secuencia de factor de transcripcion, en donde dicha al menos una secuencia de factor de
transcripcion codifica un factor de transcripcion dependiente de ligando, unido de forma funcional a un promotor,

y
(2) un polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcién de IL-12 unido a un promotor que es activado
por dicho factor de transcripcién dependiente de ligando,

en que dicho polinucleétido que codifica dicha proteina que tiene la funcién de IL-12 codifica una proteina que es al
menos un 85 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre, y

en el que dicho ligando se tiene que administrar a las de 24 horas 0 menos después de la administracion de dichas
células y diariamente durante un periodo de 5 a 28 dias.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicho ligando se administra a las de 24 horas o menos después de la
administracion de dichas células y diariamente durante 14 dias.

3. El uso de la reivindicacién 1 o de la reivindicacién 2, en el que dicho vector es un vector adenoviral.

4. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho conmutador génico es un conmutador
génico basado en receptor de ecdisona (EcR).

5. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho polinucleétido que codifica un conmutador
génico comprende una primera secuencia de factor de transcripcién y una segunda secuencia de factor de
transcripcion bajo el control de un promotor, en donde las proteinas codificadas por dicha primera secuencia de
factor de transcripcion y dicha segunda secuencia de factor de transcripcion interaccionan para formar un complejo
proteico que funciona como factor de transcripcion dependiente de ligando.

6. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho primer factor de transcripcién y dicho
segundo factor de transcripcién estan conectados por un sitio interno de entrada al ribosoma.

7. El uso de una de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la primera secuencia de factor de transcripcion comprende
un &cido nucleico que codifica un dominio de transactivacién VP-16 y una proteina de receptor X retinoico (RXR).

8. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que dicha segunda secuencia de factor de
transcripcion comprende un acido nucleico que codifica un dominio de uniéon a ADN GAL-4 y proteina de receptor de
ecdisona (EcR).

9. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho vector comprende adicionalmente un
polinucleétido que codifica una proteina que tiene la funcién de IFN-alfa unido a un promotor que es activado por
dicho factor de transcripcion dependiente de ligando.

10. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho polinucleétido que codifica una proteina
que tiene la funcion de IL-12 codifica IL-12 humana.

11. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dichas células modificadas por ingenieria in
vitro son adecuadas para administracion intratumoral, intraperitoneal o subcutanea.

12. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho tumor es melanoma.

13. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicho ligando se selecciona entre el grupo que
consiste en N-(1-etil-2,2-dimetilpropil)-N'-(2-metil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del acido 3,5-dimetil-benzoico, N-(1-
terc-butil-butil)-N'-(2-etil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del acido (R)-3,5-dimetil-benzoico y N-(1-terc-butil-butil)-N'-(2-
etil-3-metoxi-benzoil)-hidrazida del acido 3,5-dimetil-benzoico.

14. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha proteina que es al menos un 85 %
idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre es al menos un 90 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre.

15. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha proteina que es al menos un 85 %
idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre es al menos un 95 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre.
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16. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha proteina que es al menos un 85 %
idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre es al menos un 99 % idéntica a IL-12 humana de tipo silvestre.
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Tamano de melanoma B16 (mm?)
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Adenovirus: Ad-RTS-hiL-12 (070108)
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Transduccién de DC humanas usando SP1
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Peso promedio del ratén (g)
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Tamaiho de tumor (mm?2)
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