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DESCRIPCION
Inmunoterapia de IL-12 contra el cancer
Campo de la invencion

La invencion se refiere en general a composiciones para su uso en el tratamiento terapéutico y profilactico del
cancer. En particular, la presente invencion se refiere a IL-12, a vectores lentivirales que codifican IL-12 para
transducir células, y a las células transducidas para su uso en la inmunoterapia del cancer.

Antecedentes de la invencion

La inmunoterapia del cancer tiene como objetivo superar la incapacidad del sistema inmunitario para proteger
eficazmente contra el establecimiento de tumores o rechazar tumores establecidos.

Vectores lentivirales (LV)

Los vectores lentivirales (LV por sus siglas en inglés) son agentes de transferencia génica eficaces. Son estables y
se pueden concentrar por ultracentrifugacion a titulos elevados. En comparacion con los adenovirus, por ejemplo,
generan por si mismos pocas consecuencias inmunoldgicas reduciendo las respuestas contra las células
transducidas. Los avances en el disefio, la seguridad y los ensayos a largo plazo de LV aumentaran su adaptacion
clinica. Los LV se han utilizado en la terapia con inmundgenos contra el cancer (Metharom, P. et al., 2001; Firat, H.
et al., 2002), la induccioén de las DC (Esslinger, C. et al., 2003) y la presentacion de antigenos para respuestas de los
CTL (Breckpot, K. et al., 2003; Esslinger, C. et al., 2003), y la transduccién de células CD34+ diferenciadas en DC
hacia DC para la inmunoterapia del VIH/SIDA (Gruber, A. et al., 2003).

Interleuquina-12

Las células cancerosas expresan antigenos. A pesar de la presencia de tales antigenos, los tumores no son
generalmente facilmente reconocidos y eliminados por el anfitrion, como lo demuestra el desarrollo de la
enfermedad. La incapacidad del sistema inmunitario para proteger contra los tumores puede ser debida a los
mecanismos de evasion, la supresion activa, o la activacion sub-6ptima de la respuesta.

Las citoquinas son integrantes de los sistemas inmunitarios tanto innato como adquirido. Pueden alterar el equilibrio
de respuestas celulares y humorales, alterar el cambio de clase de los linfocitos B y modificar las respuestas innatas.

La interleuquina-12 es una citoquina heterodimérica con multiples efectos bioldgicos en el sistema inmunolégico. Se
compone de dos subunidades, p35 y p40, las cuales son necesarias para la secrecion de la forma activa de la IL-12,
p70. La interleuquina-12 actua sobre las células dendriticas (DC), lo que lleva a un aumento de la maduracion y la
presentacion de antigenos, que puede permitir el inicio de una respuesta de células T a los antigenos especificos del
tumor. También impulsa la secrecién de IL-12 por las DC, la creacién de un mecanismo de retroalimentacion positivo
para amplificar la respuesta. Una vez que se inicia una respuesta, la IL-12 juega un papel fundamental en la
direccion del sistema inmunolégico hacia un perfil de citoquina Th1, la induccion de celulas T CD4" para secretar el
interferon-gamma (IFN-y) y conducir a una respuesta de células T CD8" citotoxicas®. Sin embargo, la IL-12 también
es un fuerte citoquina pro-inflamatoria que conduce a la secrecion de otras citoquinas, incluyendo factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-cx) que, combinado con IFN-y, es un requisito previo para el desarrollo de linfocitos T CD4"

citotoxicos (CTL) Ademas, la IL-12 puede promover la activacion de las células inmunitarias innatas tales como
macrofagos y eosindfilos a través de su induccion de IFN-y y otras citoquinas. Esta activacién conduce a
continuacioén a la secre0|0n de IL-12 por estas células y a la amplificacion adicional de las respuestas tanto innatas
como adqumdas Sin embargo, los altos niveles de IL-12, y en consecuencia de FN-y, también se han asociado con
la induccion de moléculas antagonistas tales como IL-10 y el agotamiento ("depletion") de moléculas de sefializacion
aguas abajo de la IL-12, tales como STAT4.%

Se ha mostrado la inyeccion directa de IL-12 recombinante en algunos modelos de ratén de leucemia.”"® Mientras
que las pruebas iniciales en seres humanos que empleaban este enfoque fueron menos prometedoras (14-17
comentado en 4).

Las estrategias de terapia génica innovadoras pueden acelerar el desarrollo de la inmunoterapia profilactica contra el
cancer.

Compendio

Los autores de la presente invencion han demostrado que la administracion intraperitoneal (IP) de dosis bajas de rlL-
12 provoca una respuesta protectora contra una carga tumoral establecida y que esta respuesta dependiente de
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células T CD8" conduce a la memoria inmunitaria a largo plazo. Los autores de la presente invencién también
suministraron IL-12 por medio de las células tumorales transducidas, mediado por un sistema de suministro lentiviral
para asegurar que las concentraciones Optimas de IL-12 estaban disponibles en el sitio del tumor. El método de
suministro de IL-12 es muy eficaz y se aplica facilmente a una variedad de canceres.

En un aspecto, la presente invencién proporciona una construcciéon vector o virus aislado para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 1. En otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula aislada y/o transducida para su
uso de acuerdo con la reivindicacién 7. En un aspecto adicional, la invenciéon proporciona un método ex vivo de
expresion de IL-12 en una célula de acuerdo con la reivindicaciéon 10. En otro aspecto, la presente invencion
proporciona un método de preparacidon de una composicion para el suministro de IL-12 de acuerdo con la
reivindicacion 13.

La presente descripcion proporciona en un aspecto, una composicién que comprende:
un vector lentiviral;
un casete de expresion de I1L-12.

En una realizacion, el casete de expresion de IL-12 comprende un polinucleétido que codifica opcionalmente un
polipéptido p35 y un polinucleétido que codifica un polipéptido p40; o un polinucleétido que codifica un polipéptido de
fusion de IL-12. En otra realizacion, el polipéptido de fusion de IL-12 tiene al menos 70% de identidad de secuencia
con el SEC ID NO: 4 y se une a un receptor de IL-12. En una realizacion adicional, el vector lentiviral comprende
opcionalmente uno o mas de: una repeticion larga terminal 5' (LTR), una secuencia sefial del VIH, un sitio de
empalme 5' de la sefial Psi del VIH (SD), un elemento delta-GAG, un Elemento de Respuesta a Rev (RRE), un sitio
de empalme 3' (SA), un promotor del factor de Elongacion alfa-1 (EF) y una LTR de auto-Inactivacion 3 (SIN-LTR).
En aun una realizacién adicional, el vector lentiviral comprende un tracto central de polipurina opcionalmente de
SEQ ID NO: 2 y/o un elemento regulador post-transcripcional del virus hepatitis de la marmota, opcionalmente de
SEQ ID NO: 3; o una secuencia que tiene al menos 70% de identidad de secuencia con el SEC ID NO: 2 y/o el SEQ
ID NO: 3. En otra realizacion, el vector lentiviral comprende una cadena principal pHR'. En una realizacion, el vector
lentiviral es un vector de calidad clinica. En una realizacién, la composicion comprende adicionalmente un
polinucleétido activador que codifica un polipéptido que convierte un profarmaco en un farmaco, opcionalmente un
polinucleétido tmpk modificado. En una realizacion adicional mas, el polinucleétido activador comprende un
polinucleétido tmpk con al menos 80% de identidad de secuencia con un polinucleétido tmpk modificado descrito en
la presente memoria.

En ciertas realizaciones, la composicién comprende adicionalmente un casete de deteccién. En una realizacion, el
casete de detecciéon comprende un CD19, CD19 truncado, CD20, CD24 humano, HSA murino, CD25 humano
(huCD25), una forma truncada de baja afinidad del receptor del factor de crecimiento nervioso (LNGFR), CD34
truncado, eGFP, eYFP, o cualquier otra proteina fluorescente o polinucleétido del receptor de eritropoyetina (EpoR);
o un polinucledtido con al menos 70% de identidad de secuencia con dicho polinucleétido.

En otra realizacién, la composicion comprende adicionalmente un casete de inmunomodulador. En una realizacion,
el casete de inmunomodulador comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que modula una célula
inmunitaria, opcionalmente una célula dendritica o una célula T, opcionalmente una célula T CD4+, opcionalmente
CD40L, IL-7, o IL-15. En otra realizacién la composicion es una composicion farmacéutica y comprende
adicionalmente un portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la descripcién proporciona una construcciéon vector que comprende:
un vector lentiviral;
un casete de expresion de I1L-12.

En otro aspecto, la descripcién proporciona un virus aislado que comprende la construccién de vector o la
composicion descrita en la presente memoria.

Un aspecto adicional de la descripcidon proporciona una célula aislada que secreta IL-12 a un nivel umbral o por
encima del mismo, en donde la célula esta opcionalmente transducida con la composicién, la construccién vector o
el virus aislado descrito en la presente memoria. En una realizacién, la célula es una célula cancerosa,
opcionalmente una linea celular establecida, opcionalmente una célula cancerosa primaria, opcionalmente una
célula cancerosa obtenida de un sujeto. En ofra realizacién, la célula cancerosa es una célula leucémica,
opcionalmente una célula de LLA, una célula de LMA, una célula de LMC o una célula de LLC. En una realizacién
ad|C|onaI el nivel umbral es al menos 1500 pg/ml/10 células/2 horas de IL-12, opcmnalmente al menos 1500
pg/ml/10 células/2 horas, 1500-2500 pg/ml/10° celulas/2 horas, 2500-5000 pg/ml/10° celulas/2 horas, 5000 a 7500
pg/ml/10° celulas/2 horas, 7.500 a 10.000 pg/ml/10° celulas/2 horas, 10.000-12.500 pg/ml/10° celulas/2 horas, 12.500
a 15.000 pg/ml/10° celulas/2 horas, 15000-17500 pg/ml/10°células/2 horas, 17500-20000 pg/ml/10°células/2 horas o
al menos 20.000 pg/ml/10°células/2 horas de IL-12

Otro aspecto de la descripcion proporciona una poblacion de células que comprende células aisladas y/o células
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transducidas descritas en la presente memoria en donde la poblacién de células comprende opcionalmente al
menos 0,1 a 1% de células productoras de IL-12, células opcionalmente leucémicas, opcionalmente
aproximadamente 0,5%, aproximadamente 1%, aproximadamente 1-5%, 5-10%, 10-20% o mas células productoras
de IL-12, opcionalmente células leucémicas, y en donde la poblacién de células secreta por encima del nivel umbral,
opcionalmente el nivel umbral necesario para |ndu0|r 0 potenciar una respuesta |nmun|tar|a dependiente de células T
CD4+, opC|onaImente al menos 1.500 pg/ml/10 celulas/2 horas, 1.500-2.500 pg/ml/10 células/2 horas 2.500-5.000
pg/ml/10° células/2 horas 5.000 a 7.500 pg/ml/10° células/2 horas 7.500 a 10.000 pg/ml/10° células/2 horas
10.000-12.500 pg/ml/10° células/2 horas 12.500-15.000 pg/ml/10° células/2 horas 15.000-17.500 pg/ml/10°
células/2 horas, 17.500-20.000 pg/ml/10° células/2 horas o al menos 20.000 pg/ml/10° células/2 horas de IL-12. En
una realizacién, la poblacién de celulas deriva de un clon que secreta IL-12 por encima del nivel umbral,
opcionalmente al menos 1.500 pg/ml/10 células/2 horas de IL-12.

Un aspecto adicional de la descripcidon proporciona una composicion que comprende el virus aislado, la célula o la
poblacién de células descritos en la presente memoria.

Otro aspecto de la descripcidon proporciona un método de expresion de IL-12 en una célula, opcionalmente una
célula cancerosa que comprende poner en contacto la célula con la composicién, la construccién vector o el virus
aislado en condiciones que permiten la transduccion de la célula, proporcionando de este modo una célula
transducida, opcionalmente en donde la IL-12 es secretada. En una realizaciéon, el método comprende
adicionalmente una etapa de aislamiento de la célula transducida o aislamiento de una poblaciéon de células que
comprende la célula transducida. En otra realizacion, el método comprende adicionalmente:

la detencion del crecimiento de la célula transducida, la poblacion de células o la composicion; y

la introduccion de la célula transducida, la poblacién de células y/o la composicion en un sujeto.

Otro aspecto de la descripcion proporciona un método para reducir el nimero de células tumorales o la carga de
cancer en un sujeto que lo necesite que comprende administrar al sujeto un virus aislado, una célula transducida,
una poblacién de células o una composicién descritos en la presente memoria. Otro aspecto proporciona un método
de tratamiento de un sujeto con cancer o con un mayor riesgo de cancer, que comprende administrar al sujeto un
virus aislado, una célula transducida, una poblacién de células o una composicién descritos en la presente memoria.
En ciertas realizaciones, el método comprende adicionalmente el control de la progresion del cancer.

En ciertas realizaciones, el cancer es un tumor sélido. En otras realizaciones, el cancer es leucemia, opcionalmente
LLA, LMA, LMC o LLC.

Un aspecto adicional de la descripcién proporciona un método para inducir o potenciar una respuesta inmunitaria en
un sujeto opcionalmente con cancer o con un mayor riesgo de cancer, que comprende administrar al sujeto un virus
aislado, una célula transducida, una poblacién de células o una composicion descritos en la presente memoria.

En un aspecto, la descripcién proporciona un método para inducir o potenciar una respuesta inmunitaria de memoria
en un sujeto, opcionalmente con cancer o con un mayor riesgo de cancer, que comprende administrar al sujeto un
virus aislado, una célula transducida, una poblacién de células o una composicién descritos en la presente memoria.
En ciertas realizaciones, la respuesta inmunitaria comprende una respuesta inmunitaria mediada por células T
CD4+. En ciertas realizaciones, se detiene el crecimiento de la célula transducida antes de la administracion al
sujeto. En una realizacion, la célula transducida se irradia antes de la administracion al sujeto.

También se proporciona un método de administracion de IL-12 a un sujeto, opcionalmente con cancer o con un
mayor riesgo de cancer, opcionalmente, para mejorar el tratamiento del cancer que comprende:
la generacion de una célula secretora de IL-12 en donde la IL-12 secretada por célula esta por encima de un
nivel umbral; y
la introduccion de un nimero eficaz de células secretoras de IL-12 generadas al sujeto.

Otro aspecto de la descripcion proporciona un método para mantener los niveles de IFNgamma inducidos por IL-12
en un anfitrién que comprende:
la generacion de una célula secretora de IL-12 en donde la IL-12 secretada por la célula esta por encima de un
nivel umbral; y
la introduccion de un niumero eficaz de las células secretoras de IL-12 generadas en el paciente.

En ciertas realizaciones, el nivel umbral de la IL-12 secretada es de al menos 1,5 fg/ml/célula/2 horas. En otras
realizaciones, el nivel umbral de la IL-12 secretada es de al menos 1,5 pg/ml/célula/2 horas. En ciertas realizaciones,
la célula secretora de IL-12 es generada poniendo en contacto la célula con una composicion que comprende un
vector de suministro lentiviral y un casete de expresion de 1L-12.

En ciertas realizaciones, la célula es opcionalmente una célula cancerosa, opcionalmente derivada del sujeto con
cancer. En ciertas realizaciones, las células se introducen mediante inyeccion IP, por via subcutanea o intradérmica.
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En ciertas realizaciones, la respuesta inmunitaria se inicia contra una leucemia. En ciertas realizaciones, la
respuesta inmunitaria se inicia sustancialmente libre de induccién o potenciacién de una respuesta inmunitaria
dependiente de células T CD8". En otras ciertas realizaciones, la respuesta inmunitaria conduce a la memoria
inmunitaria a largo plazo. En ciertas realizaciones, la respuesta inmunitaria no induce ni potencia citoquinas
antagonistas.

En ciertas realizaciones, el nivel de IL-12 producido esta por encima de un nivel umbral que mejora la maduracion de
células dendriticas y/o la presentacion de antigenos.

En otro aspecto, la solicitud proporciona el uso de un virus aislado, una célula transducida, una poblacién de células
0 una composicion descritos en la presente memoria para reducir el nimero de células tumorales o la carga de
cancer en un sujeto que lo necesite.

En otro aspecto, la descripcién proporciona el uso de un virus aislado, una célula transducida, una poblaciéon de
células o una composicion descritos en la presente memoria para el tratamiento de un sujeto con cancer.

En otro aspecto, la descripcién proporciona el uso de un virus aislado, una célula transducida, una poblaciéon de
células o una composicion descritos en la presente memoria para inducir o potenciar una respuesta inmunitaria en
un sujeto.

En otra realizacién, la descripcién proporciona el uso de un virus aislado, célula transducida, la poblacién de células
0 composicién descritos en la presente memoria para inducir o potenciar una respuesta inmunitaria de memoria en
un sujeto.

En otro aspecto, la solicitud proporciona el uso de una célula secretora de IL-12 para el suministro de IL-12 a un
sujeto, opcionalmente con cancer o con un mayor riesgo de cancer opcionalmente para mejorar el tratamiento del
cancer:

generando una célula secretora de IL-12 en donde la IL-12 secretada por célula esta por encima de un nivel

umbral; y

aislando un numero eficaz de las células secretoras de IL-12 generadas para su introduccion en el sujeto.

En otro aspecto, la descripcién proporciona el uso de un virus aislado, una célula transducida, una poblaciéon de
células o una composicion descritos en la presente memoria, para tratar a un sujeto que lo necesite, opcionalmente
un sujeto con cancer o con un mayor riesgo de desarrollar cancer.

En ciertas reahzamones el nimero de celulas administradas oscila de 10 células a 10° células, opcmnalmente
aproximadamente 10°, aproxmadamente 10° células, aproximadamente 10 células, aproximadamente 10 células,
0 aproxmadamente 10 células. En otras reahzamones la poblacion de células admlnlstrada oscila de 10° células a
10° células, opcionalmente aproxmadamente 10° células, aproxmadamente 10° células, aproximadamente 107
células, aproximadamente 108 células, 0 aproximadamente 10° células.

Se debe entender que la descripcion detallada y los ejemplos especificos se proporcionan a modo de ilustracion
solamente.

Breve descripcion de las figuras

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente invencion:

FIGURA 1a Proteccion mediada por riL-12 administrada IP de ratones 6 sensibilizados con células 70Z/3-
L. Los ratones fueron sensibilizados con 10 células IP y no recibieron ningun tratamiento, o recibieron
inyecciones de 0,1, 1, 10 0 20 ng/ratén/dia de rIL-12 durante 14 dias (n = 5 ratones por cada grupo).

FIGURA 1b La terapia con riL-12 administrada IP conduce a la proteccion a largo plazo contra la
sensibilizacion con 70Z/3-L. (i) ratones que no han recibido tratamiento previo (A, n = 10) fueron
sensibilizados con células 70Z/3-L el dia 0 y se trataron durante 14 dias con inyecciones de 20 ng de rlL-
12/raton/dia. Un grupo de ratones (B1, n = 7) fue incluido como control para las células 70Z/3-L (comparacion
de curvas por medio del Prueba de Rango Logaritmico, p = 0,001). (ii) Después de un periodo de 70 dias,
cinco ratones del grupo A, después de haber sido sometidos a terapia de rlL-12, fueron sensibilizados
secundariamente con 10° células 70Z/3-L sin tratamiento adicional de rlL-12. Los otros cinco animales se
mantuvieron para confirmar que no aparecia toxicidad después de 70 dias. Se incluyeron cinco ratones no
sometidos a tratamiento previo (B,) para demostrar la letalidad de las células 70Z/3-L (la comparacion de las
curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se ha realizado mediante el Prueba de Rango Logaritmico p =
0,0015).

FIGURA 1c La admlnlstracmn IP retardada de la terapia con rlL-12 conduce a la proteccion. Se
inyectaron a los ratones 10* células 70Z/3-L el dia 0. Un grupo de control (70Z/3-L) no recibié tratamiento (n =
4). Desde los dias 0 a 5, grupos de 4 o 5 ratones (5 ratones para los dias 0, 1y 2, 4 ratones para los dias 3, 4
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y 5) comenzaron a recibir inyecciones de 20 ng de riL-12/ratén/dia durante 14 dias. Los animales fueron
controlados y sacrificados por la aparicién de sintomas. La comparacion de curvas se realiz6 mediante el
Prueba de Rango Logaritmico. Todos los grupos de tratamiento son significativamente diferentes del grupo
control (p = 0,0029) pero no son significativamente diferentes entre si.

FIGURA 1d Requerimiento de células T e IFN-y para la proteccion mediada por riL-12 después de la
administracion IP. Los ratones (n = 5 ratones en cada grupo) experimentaron agotamiento ut|||zando
anticuerpos como se describe en Materlales y Métodos. Los ratones fueron sensibilizados con 10° células
70Z/3-L IP, inyectando 20 ng/ratén/dia de rIL-12 y se controlaron para determinar la aparicion de los sintomas.
La comparacion de las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se realiz6 mediante el Prueba de Rango
Logaritmico (p <0,0018).

FIGURA 2a Representacion esquematica del vector LV-mulL-12 (LV-cPPT-EF1-mIL-12-WPRE). LTR:
repeticion terminal larga; SD: donador de empalme; RRE; elemento de respuesta rev; SA: aceptor de
empalme; cPPT: tracto de polipurina central; CMV: citomegalovirus; WPRE: elemento regulador
postranscripcional del virus de la hepatitis de marmota; mulL-12: interleuquina-12 murina; SIN: LTR de auto-
activacion.

FIGURA 2b La secrecion de interleuquina-12 por clones transducidas por el vector es un rasgo estable.
Los niveles de secrecion de IL-12 se midieron por medio de ELISA en 2-5 ocasiones independientes y se
observo que permanecia bastante constante; las diferencias no son estadisticamente significativas.

FIGURA 3 La terapia con IL-12 mediada por células de leucemia conduce a la proteccion de los ratones
sensibilizados. Se inyect6 IP a los ratones PBS o 10° células de cualquiera de la linea parental, 70Z/3-L, o
uno de los clones transducidos por el vector y se controld la aparicion de los sintomas. Clones secretaban
diferentes niveles de IL-12 y se establecié un umbral tedrico, por debajo del cual no se conferia proteccion.
FIGURA 4 La terapia con IL-12 mediada por células de leucemia conduce a la proteccion de los ratones
senS|b|I|zados cuando so6lo una parte de las células son transducidas con vector. Se inyectaron IP a los
ratones 10° células de la linea parental, 70Z/3-L, y proporciones variables a.) 2%, 10% y 50% del clon secretor
de LV12.1 0 b.) 00,1%, 0,5%, 1% y 10% de LV12.2 y LV12.3, y se controld la aparicién de los sintomas.
FIGURA 5 La terapia con IL-12 mediada por células de leucemia conduce a la proteccion especifica y a
largo plazo contra la sensibilizacion con 70Z/3-L. Los ratones fueron sensibilizados inicialmente con 10°
células LV12.2 o se les inyect6 PBS. Mas de 110 dias después de la senS|b|I|zaC|on primaria, los ratones
cebados (n = 4 en cada grupo) fueron sensibilizados secundariamente, ya sea con 10° células 70Z/3-L o 10°
células L1210. Los ratones a los que se habia inyectado PBS (n = 5 en cada grupo) también recibieron 10°
células 70Z/3-L o 10° células L1210 para controlar su eficacia para dirigir a la morbilidad, o otra inyeccion de
PBS y se controlaron para determinar la aparicion de los sintomas. La curva de comparacién de supervivencia
de Kaplan-Meier se realizé mediante la prueba de Rango logaritmico, p <0,0001.

FIGURA 6 Requerimiento del subconjunto de células T CD4" para la proteccién mediada por células de
leucemia de ratones sensibilizados. Los ratones (n = 5 en cada grupo) experimentaron agotamlento
utilizando anticuerpos como se describe en Materiales y Métodos. Los ratones fueron sensibilizados con 10°
células LV12.2 IP y controlados para detectar la aparicion de los sintomas. La comparacion de curvas de
Kaplan-Meier se realizé mediante la Prueba de Rango Logaritmico, p = 0,0084.

FIGURA 7 Perfiles de expresion de citoquina de ratones que recibieron la administracion IP y terapias
con IL-12 mediadas por células de leucemia. Los ratones (n = 4 en cada grupo) que recibieron la terapia con
rIL-12 administrada IP fueron sensibilizados con 10° células 70Z/3-L y no recibieron ningun tratamiento o
recibieron inyecciones de 10 o 20 ng/ratén/dia de rlL-12 durante 14 dias. Los ratones (n = 4 en cada grupo)
que recibieron terapia con IL-12 mediada por células de la leucemia fueron sensibilizados con 10° células
70Z/3-L IP y no recibieron ningun tratamiento o recibieron tratamiento con diversas proporciones (0,5%, 1% o
10%) del clon transducido con el vector LV12.2. Las muestras de suero se recogieron y se analizaron en los
dias 7, 10 y 20 como se describe en Materiales y Métodos. (* - todos los ratones del grupo 2 en el modelo
mediado por células de leucemia estaban muertos el dia 20 de manera que el suero de este grupo no se
recogio).

Descripcion detallada

Los autores de la presente invencion han demostrado que la administracion de dosis bajas de IL-12 recombinante
(rIL-12) provoca una respuesta protectora contra una carga de leucemia establecida y que el rechazo esta mediado
por una respuesta inmunitaria dependiente de células T CD4" y CD8" que conduce a la memoria inmunitaria a largo
plazo sin la induccion de citoquinas antagonicas. Los autores de la presente invencion han comparado este
protocolo con un enfoque de terapia celular en el que se transdujeron células leucémicas con una expresion
modificada genéticamente con un vector de lentivirus (LV) de ADNc de IL-12 murina (ambas subunidades). Se
establecieron clones de las células leucémicas que producian una amplia gama de IL-12. La inyeccién de células
leucémicas productoras de IL-12 provocé una inmunidad especifica y a largo plazo sin la inducciéon de mecanismos
antagonicos. La eliminacion de la leucemia en este caso, sin embargo, estuvo mediada por un subgrupo celular
CD4" solo, lo que sugiere una ruta cualitativamente diferente para la inmunidad que se observaba en la terapia
sistémica. Los autores de la presente invencion encontraron que la inyeccion de tan poco como 1% de células
leucémicas productoras de IL-12, junto con 99% de células leucémicas no transducidas, era suficiente para provocar
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una inmunidad protectora, siempre que cada una de estas células produjera IL-12 por encima de un umbral
necesario. Este hallazgo podria explicar el fracaso de muchos protocolos basados en terapia celular humana,
porque en estos casos la produccion de IL-12 se mide en las poblaciones masivas por lo que es imposible saber si
se esta produciendo suficiente IL-12 en el medio ambiente local influenciado por la célula productora de IL-12. La
produccion media referida en estos estudios esta muy por debajo del umbral referido en la presente descripcion.

Las construcciones de vectores, las composiciones, las células y los métodos descritos en la presente memoria para
el suministro de IL-12 son muy eficaces y se aplican facilmente a una variedad de canceres.

Definiciones
El término "una célula" segun se utiliza en la presente memoria incluye una pluralidad de células.

El término "LLA" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a la leucemia linfoblastica aguda, que es una
leucemia de rapido crecimiento en la que las células hematopoyéticas malignas son células precursoras linfoides.
Las anomalias citogenéticas se producen en ~70% de los casos de LLA en adultos, pero no estan asociadas con un
solo evento translocacion.

El término "alogénico" también referido como "alogeneico" segun se utiliza en la presente memoria significa que las
células, tejidos, ADN, o factores tomados o derivados de un sujeto diferente de la misma especie. Por ejemplo en el
contexto en el que las células cancerosas alogénicas transducidas se administran a un sujeto con cancer, las células
cancerosas retiradas de un paciente que no es el sujeto, se transducen o transfectan con un vector que dirige la
expresion de IL-12 y las células transducidas se administrada al sujeto. La frase "dirige la expresion" se refiere al
polinucleétido que comprende una secuencia que codifica la molécula que se va a expresar. El polinucleétido puede
comprender una secuencia adicional que aumenta la expresion de la molécula en cuestion.

El término "LMA" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a la leucemia mieloide aguda, una enfermedad
que progresa rapidamente en la que estan presentes demasiados glébulos no linfociticos inmaduros en la sangre y
la médula 6sea. También se llama leucemia mielégena aguda, leucemia mieloblastica aguda, leucemia no linfocitica
aguda, y LNLA.

El término "anticuerpo" segun se utiliza en la presente memoria pretende incluir anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales, y anticuerpos quiméricos. El anticuerpo puede ser de fuentes recombinantes y/o
producidos en animales transgénicos. Se pretende que el término "fragmento de anticuerpo” segun se utiliza en la
presente memoria incluya sin limitaciones Fab, Fab', F(ab')2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos,
y multimeros de los mismos, fragmentos de anticuerpos multiespecificos y Anticuerpos de un solo Dominio. Los
anticuerpos se pueden fragmentar utilizando técnicas convencionales. Por ejemplo, se pueden generar fragmentos
F(ab')2 tratando el anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab')2 resultante se puede tratar para reducir los puentes
disulfuro para producir fragmentos Fab'. La digestidon con papaina puede conducir a la formacion de fragmentos Fab.
También se pueden sintetizar Fab, Fab' y F(ab')2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos,
fragmentos de anticuerpos biespecificos y otros fragmentos mediante técnicas recombinantes. El término también
incluye anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que se unen a los polipéptidos de un casete de deteccion descritos
en la presente memoria.

Por " condiciones de hibridacion al menos moderadamente rigurosas" se quiere significar que se seleccionan las
condiciones que promueven la hibridacién selectiva entre dos moléculas de acido nucleico complementarias en
solucién. La hibridacion se puede producirse a toda o una porcion de una molécula de la secuencia de acido
nucleico. La porcion de hibridacion tiene tipicamente al menos 15 (p.ej. 20, 25, 30, 40 o 50) nucleétidos de longitud.
Los expertos en la técnica reconoceran que la estabilidad de un acido nucleico duplex, o de los hibridos, se
determina por la Tm, que en los tampones que contienen sodio es una funcién de la concentracién de iones de sodio
y la temperatura (Tm = 81,5°C - 16,6 (Log10 [Na+]) + 0,41 (%(G+C) - 600/l), o una ecuacion similar). Por
consiguiente, los parametros en las condiciones de lavado que determinan la estabilidad del hibrido son la
concentracion de i6n sodio y la temperatura. Con el fin de identificar moléculas que son similares, pero no idénticas,
a una molécula de acido nucleico conocida se puede suponer que un desajuste de 1% da como resultado una
disminucion de 1°C en la Tm, por ejemplo si se buscan moléculas de acido nucleico que tengan una identidad >
95%, la temperatura de lavado final se reducira en aproximadamente 5°C. Basandose en estas consideraciones los
expertos en la técnica seran capaces de seleccionar facilmente las condiciones de hibridaciéon apropiadas. En
realizaciones preferidas, se seleccionan condiciones de hibridaciéon rigurosas. A modo de ejemplo, se pueden
emplear las siguientes condiciones para lograr la hibridacion rigurosa: hibridaciéon a 5x cloruro de sodio/citrato de
sodio (SSC)/5x solucién de Denhardt/SDS al 1,0% a Tm - 5°C basandose en la ecuacién anterior, seguido de un
lavado de 0,2x SSC/SDS al 0,1% a 60°C. Las condiciones de hibridacién moderadamente rigurosas incluyen una
etapa de lavado en 3x SSC a 42°C. Se entiende, sin embargo, que se pueden lograr rigurosidades equivalentes
utilizando tampones, sales y temperaturas alternativos. Se puede encontrar una orientacion adicional con respecto a
las condiciones de hibridaciéon en: Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y., 2002, y en: .
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Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001.

El término "autélogo” segun se utiliza en la presente memoria se refiere a células, tejidos, ADN o factores tomados o
derivados de los propios tejidos, células o ADN de un individuo. Por ejemplo en el contexto en el que las células
cancerosas autologas transducidas se administran a un sujeto con cancer, las células cancerosas retiradas del
sujeto son transducidas o transfectadas con un vector que dirige la expresion de IL-12 y las células transducidas se
administran al sujeto.

La expresion "carga cancerosa" se refiere a la cuantia de las células cancerosas o al volumen del cancer en un
sujeto. La reduccion de la carga cancerosa en consecuencia se refiere a la reduccion del numero de células
cancerosas o el volumen del cancer en un sujeto.

La expresion "cancer que se caracteriza por periodos de remision" se refiere a los canceres que pueden responder a
un tratamiento, pero en donde el cancer reaparece en algin momento posterior lo que sugiere que no todas las
células cancerosas fueron erradicadas por el tratamiento. Un ejemplo de tal cancer es la LLC.

El término "célula cancerosa" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier célula que es una célula
cancerosa o deriva de una célula cancerosa, por ejemplo, un clon de una célula cancerosa.

El término "casete" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a una secuencia de polinucledtidos que se va
a expresar. El casete se puede insertar en un vector. El casete incluye opcionalmente una secuencia reguladora
para dirigir o modificar su expresion.

La expresion "proteina de la superficie celular" o "polipéptido de la superficie celular”, segun se utiliza en la presente
memoria, se refiere a un polipéptido que se expresa, en su totalidad o en parte sobre la superficie de una célula.
Este opcionalmente incluye fragmentos de polipéptidos que se presentan en células, asi como polipéptidos o
fragmentos de los mismos que se encuentran naturalmente sobre la superficie de una célula. En el contexto de una
célula modificada para expresar una construccion vector que comprende un polipéptido casete de deteccién, en
donde el polipéptido casete de deteccién es un polipéptido de la superficie celular, el marcador de la superficie
celular no tiene que ser nativo con respecto a la célula en la que se expresa.

El término "LLC" se refiere a la leucemia linfocitica crénica, un tipo de leucemia de crecimiento lento. La LLC es la
leucemia mas comun de los adultos con una expectativa de ~16.500 casos en América del Norte en 2008. Se
pueden lograr remisiones con analogos de purina y terapia con anticuerpos monoclonales sin embargo, la
enfermedad progresa invariablemente. La LLC es también conocida como leucemia linfoblastica crénica. La LLC-B
es un subconjunto de la LLC.

El término "vector de calidad clinica" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a un vector fabricado con
procedimientos proximos a GMP o GMP y garantia de calidad probada.

El término "LMC" se refiere a la leucemia mieloide crénica, una leucemia que progresa lentamente en donde se
elaboran la sangre glébulos blancos en exceso en la médula 6sea. El sello distintivo de esta enfermedad es la
translocacioén reciproca entre los cromosomas 9 y 22 que conduce a la formacién del oncogen Bcr-Abl. Esto se
manifiesta por una rapida expansion de las células hematopoyéticas derivadas de médula ésea del linaje mieloide.
La LMC es también conocida como leucemia mielégena crénica y leucemia granulocitica cronica.

Una "sustitucion de aminoacidos conservativa" segun se utiliza en la presente memoria, es aquella en la que un
residuo de aminoacido es reemplazado por otro residuo de aminoacido sin abolir las propiedades deseadas de la
proteina. Las sustituciones de aminoacidos conservativas son conocidas en la técnica. Por ejemplo, las sustituciones
conservativas incluyen la sustitucion de un aminoacido de uno de los siguientes grupos por otro aminoacido del
mismo grupo: alanina (A), serina (S) y treonina (T); acido aspartico (D) y acido glutamico (E); asparragina (N) y
glutamina (Q); arginina (R) vy lisina (L); isoleucina (l), leucina (L), metionina (M), valina (V); y fenilalanina (F), tirosina
(Y) y triptéfano (W).

El término "casete de deteccion" segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a un polinucleétido que dirige la
expresion de una molécula que es util para el enriquecimiento, la clasificacion, el seguimiento y/o la destruccion de
las células en las que se expresa. El casete de deteccidén codifica un polipéptido que se expresa en la célula
transducida o transfectada y que puede ser utilizado, como consecuencia, para detectar y/o aislar las células
transducidas o transfectadas. El casete de deteccion se utiliza opcionalmente para determinar la eficacia de la
transduccion o la transfeccion de las células.

Segun se utiliza en la presente memoria, la expresion "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" o una
"cantidad suficiente" de la composicidon, construccidon de vector, virus o célula de la presente solicitud es una
cantidad suficiente para lograr, cuando se administra al sujeto, incluyendo un mamifero, por ejemplo un ser humano,
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el efecto beneficioso o los resultados deseados, incluyendo resultados clinicos, y, como tal, una "cantidad eficaz" o
un sinoénimo de la misma depende del contexto en el que se esta aplicando. Por ejemplo, en el contexto del
tratamiento del cancer, es una cantidad de la composicién, construccion de vector, virus o célula suficiente para
conseguir una respuesta al tratamiento en comparaciéon con la respuesta obtenida sin la administracion de la
composicion, construccion de vector, virus o célula. La cantidad de un compuesto dado de la presente solicitud que
correspondera a dicha cantidad variara dependiendo de varios factores, tales como el agente administrado, la
formulacién farmacéutica, la via de administracion, el tipo de enfermedad o trastorno, la identidad de la sujeto (p.ej.,
edad, sexo, peso) o anfitrion que se vaya a ftratar, y similares, pero sin embargo se pueden determinar
rutinariamente por un experto en la técnica. También, segun se utiliza en la presente memoria, una "cantidad
terapéuticamente eficaz" de una composicion, construccién de vector, virus o célula de la presente descripcion es
una cantidad que produce un resultado beneficioso o deseado en un sujeto en comparacion con un control. Segun
se define en la presente memoria, una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién, construccion de
vector, virus o célula de la presente descripcion puede ser determinada facilmente por un experto por métodos de
rutina conocidos en la técnica. El régimen de dosificacion se puede ajustar para proporcionar la respuesta
terapéutica 6ptima.

El término "hibridar" se refiere a la interaccién de unién no covalente especifica de la secuencia con un acido
nucleico complementario.

Un "casete inmunomodulador" segun se utiliza en la presente memoria, significa un polinucleétido que dirige la
expresion de una molécula o polipéptido que potencia el efecto anti-tumoral de una célula transducida con IL-12.
Una clase de moléculas inmunorreguladoras son las citoquinas. También se incluyen los compuestos que inhiben
moléculas que suscitan antagonismo sobre la respuesta a IL-12. Por ejemplo, la IL-10 puede inhibir la IL-12, los
compuestos que inhiben el efecto antagénico de IL-10 modularan positivamente la respuesta inmunitaria.

El término "respuesta inmunitaria" segun se utiliza en la presente memoria puede hacer referencia a la activacion de
una o ambas de las células del sistema inmunitario tanto adaptativo como innatos de tal manera que pasen de un
estado de reposo inactivo a un estado en el que son capaces de elaborar moléculas tipicas de una respuesta
inmunitaria activa .

La frase "inducir una respuesta inmunitaria”, segun se utiliza en la presente memoria se refiere a un método por el
cual se activa una respuesta inmunitaria. La expresion "potenciar una respuesta inmunitaria" se refiere a aumentar
una respuesta existente, pero inmunitaria.

El término "mayor riesgo de cancer" segun se utiliza en la presente memoria significa un sujeto que tiene un mayor
riesgo de desarrollar un cancer particular que el riesgo promedio de la poblacion. Un sujeto puede tener un riesgo
mas alto debido a haber tenido previamente dicho cancer particular y a tener un factor de riesgo genético para dicho
cancer particular.

El término "destruye" con respecto a las células transfectadas o transducidas se refiere a la induccion de la muerte
celular a través de cualquiera de una variedad de mecanismos, incluyendo apoptosis, necrosis y autofagia. Por
ejemplo un agente que es citotoxico destruye las células.

El término "leucemia" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier tipo de cancer o sindrome
precanceroso que se inicia en los tejidos que forman la sangre tales como la médula 6sea. Se han caracterizado
numerosas leucemias incluyendo LLA, LMA, LLC, y LMC. El suministro de una construccién de LV/IL-12 para
modificar genéticamente la expresion de IL-12 en células dendriticas u otras células presentadoras de antigeno
eficaces también podria ser eficaz en un estado pre-canceroso si se hubieran identificado antigenos asociados a
tumores dominantes para el cancer en el futuro en ese caso y la respuesta inmunitaria del anfitrién se dirigiera
contra ese antigeno.

Los términos "polinucleétido” y/o "secuencia de acido nucleico” segun se utilizan en la presente memoria se refieren
a una secuencia de monémeros de nucledsidos o nucledtidos que consisten en bases naturales, azicares y enlaces
interazlicares (cadena principal). Los términos también incluyen secuencias modificadas o sustituidas que
comprenden mondémeros de origen no natural o partes de los mismos. Las secuencias de acidos nucleicos de la
presente solicitud pueden ser secuencias de acido desoxirribonucleico (ADN) o secuencias de acido ribonucleico
(ARN) y pueden incluir bases de origen natural incluyendo adenina, guanina, citosina, timidina y uracilo. Las
secuencias también pueden contener bases modificadas. Los ejemplos de tales bases modificadas incluyen aza y
desaza adenina, guanina, citosina, timidina y uracilo; y xantina e hipoxantina.

El término "polipéptido" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a una secuencia de aminoacidos que
consisten en residuos de origen natural, y residuos de origen no natural.

El término "promotor" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a un sitio de reconocimiento en el ADN que
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esta unido por una ARN polimerasa. La polimerasa conduce la transcripcion del transgén.

El término "identidad de secuencia" segun se utiliza en la presente memoria se refiere al porcentaje de identidad de
secuencia entre dos secuencias de polipéptidos o dos secuencias de acidos nucleicos. Para determinar el
porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acidos nucleicos, las secuencias
se alinean con el propésito de una comparacion éptima (p.ej., se pueden introducir huecos en la secuencia de una
primera secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos para la alineaciéon 6ptima con una segunda secuencia de
aminoacidos o acidos nucleicos). Los residuos de aminoacidos o nucledtidos en las posiciones de aminoacidos o
posiciones de nucleétidos correspondientes se comparan a continuacién. Cuando una posicién en la primera
secuencia esta ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicién correspondiente en la
segunda secuencia, en ese caso las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las
dos secuencias es una funcion del niumero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
identidad = numero de posiciones solapantes idénticas/numero total de posiciones X100%). En una realizacion, las
dos secuencias tienen la misma longitud. La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias
también se puede lograr utilizando un algoritmo matematico. Un ejemplo no limitante preferido de un algoritmo
matematico utilizado para la comparacion de dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 87: 2264-2268, Modificado como en Karlin y Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90: 5873-
5877. Dicho algoritmo se incorpora a los programas NBLAST y XBLAST de Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:
403. Las busquedas de nucledtidos BLAST se pueden realizar con los parametros del programa de nucledtidos
NBLAST establecidos, p.ej., para la puntuacion = 100, longitud de palabra = 12 para obtener secuencias de
nucledtidos homdlogas a moléculas de acido nucleico de la presente solicitud. Las busquedas de proteinas BLAST
se pueden realizar con los parametros del programa XBLAST establecidos, p.ej., para la puntuacion = 50, longitud
de palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos homologas a una molécula de proteina de la presente
descripcion. Para obtener alineamientos con huecos con fines de comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST
como describen Altschul et al., 1997, en Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402. Alternativamente, se puede utilizar PSI-
BLAST para realizar una busqueda iterada que detecta relaciones distantes entre moléculas (Id.). Cuando se utilizan
los programas BLAST, Gapped BLAST y PSI-BLAST, se pueden utilizar los parametros por defecto de los
programas respectivos (p.ej., de XBLAST y NBLAST) (véase, p.ej. €l sitio web de NCBI). El porcentaje de identidad
entre dos secuencias se puede determinar utilizando técnicas similares a las descritas anteriormente, permitiendo o
sin permitir huecos. Al calcular el porcentaje de identidad, se cuentan tipicamente sélo las coincidencias exactas.

El término "sujeto" segun se utiliza en la presente memoria incluye todos los miembros del reino animal incluyendo
los mamiferos, adecuadamente los seres humanos incluidos los pacientes.

El término "sujeto que lo necesite" se refiere a un sujeto que podria beneficiarse del método, y, opcionalmente, se
refiere a un sujeto con cancer, tal como leucemia, u opcionalmente a un sujeto con un mayor riesgo de cancer, tal
como un sujeto que tiene previamente cancer, un sujeto con un sindrome precanceroso o un sujeto con una fuerte
disposicion genética.

El término "transduccion" segun se utiliza en la presente memoria, se refiere a un método de introduccion de una
construcciéon de vector o una parte del mismo en una célula. En donde la construccion de vector esta comprendida
en un virus tal como, por ejemplo, un lentivirus, la transduccion se refiere a la infeccion viral de la célula y la posterior
transferencia e integracion de la construccion del vector o parte del misma en el genoma celular.

El término "tratar" o "tratamiento" segun se utiliza en la presente memoria, significa administrar a un sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones, células o construcciones de vectores de la presente solicitud
y pueden consistir en una Unica administracion, o, alternativamente, puede comprender una serie de aplicaciones.

Como se usa en la presente memoria, y como es bien sabido en la técnica, "tratamiento" o "tratar" también es un
enfoque para la obtencion de resultados beneficiosos o deseados, incluyendo resultados clinicos. Los resultados
clinicos beneficiosos o deseados pueden incluir, pero no se limitan a, el alivio o mejora de uno o mas sintomas o
afecciones, la disminucion del grado de la enfermedad, la estabilizacion (es decir, no empeoramiento) de la
enfermedad, la prevencion de la propagacion de la enfermedad, el retraso o ralentizacion de la progresion de la
enfermedad, la mejora o paliacion del estado de enfermedad y la remision (ya sea parcial o total), ya sea detectable
o indetectable. "Tratamiento" también puede significar la prolongacién de la supervivencia en comparacién con la
supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. Adicionalmente cualquiera de los métodos de tratamiento o usos
descritos en la presente memoria se puede formular solo o para la administracion simultanea con otros agentes o
terapias.

El término "construccion de vector", segun se utiliza en la presente memoria significa un polinucleétido recombinante
que comprende un vector alternativamente referido como cadena principal de vector y al menos un casete de
codificacién. Una construccion de vector esta opcionalmente comprendida en un virus, tal como un lentivirus. El
término "vector" utilizado en la presente memoria se refiere a un medio por el cual los polinucleétidos se pueden
introducir en una célula o anfitrién.
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Construcciones de vector y virus

La presente descripcidon proporciona en un aspecto una construccion de vector o virus tal como un lentivirus que
comprende un vector de suministro y un casete de expresion de IL-12. En una realizacion, el vector de suministro es
una cadena principal de lentivirus o vector lentiviral (LV).

Casete de expresion de interleuquina-12 (IL-12)

La interleuquina-12 es una citoquina heterodimérica con multiples efectos biolégicos sobre el sistema inmunitario. Se
compone de dos subunidades, p35 y p40, ambas las cuales son necesarias para la secrecion de la forma activa de
IL-12, p70. La interleuquina-12 actua sobre las células dendriticas (DC), conduciendo a un aumento de la
maduracién y la presentacion de antigenos, que puede permitir el inicio de una respuesta de células T a los
antigenos especificos del tumor.

En una realizacion, el casete de expresion de IL-12 comprende un polinucleétido que dirige la expresion del
polipéptido de IL-12. Se puede utilizar cualquier polipéptido de IL-12 incluyendo variantes y derivados de moléculas
de IL-12 conocidas. En una realizaciéon preferida, la IL-12 es IL-12 humana. En otra realizacion, la IL-12 es IL-12
murina.

En una realizacion el polinucleétido comprende la secuencia de ambas subunidades de IL-12 subunidades, p35 y
p40, separadas por una secuencia IRES que permite la expresion de multiples transgenes a partir de un Unico
transcrito. En otras realizaciones, el polinucleétido dirige la expresion de un polipéptido de fusiéon de IL-12 que
conserva la actividad de IL-12. En una realizacion, el polinucleétido que dirige la expresion de IL-12 comprende un
ADNc que codifica una fusiéon del polipéptido de IL-12 humano obtenido de InvivoGen (pORF con IL-12elasti
(p40::p35)). En una realizacion, el polinucleétido dirige la expresion de un polipéptido de IL-12 que comprende todo o
parte del SEQ ID NO: 4 o 5, y/o una variante de un fragmento del mismo que conserva la actividad de IL-12. En otra
realizacion, el polinucleétido dirige la expresion de un polipéptido de fusion de IL-12 que tiene al menos 70%, 70-
80%, 80-90%, 90-95%, 95-99,9% o mas a la porcion de IL-12 del SEQ ID NO: 4 o 5y conserva la actividad de IL-12.
La actividad de IL-12 se determina por ejemplo mediante la evaluacién de la activacion del receptor de IL-12 en un
analisis basado en células.

Un experto en la técnica comprendera que los residuos no criticos se pueden eliminar, y se pueden mutar sin efecto
sobre la IL-12. También se contemplan polinucleétidos que dirigen la expresién de analogos de polipéptidos de IL-
12.

Vectores de suministro

Un experto en la técnica apreciara que se emplea positivamente una variedad de vectores de suministro y vehiculos
de expresion para introducir una molécula de ADN modificada en una célula. Los vectores que son Utiles
comprenden lentivirus, oncoretrovirus, plasmidos de expresion, adenovirus y virus adeno-asociados. Otros vectores
de suministro que son utiles comprenden virus del herpes simple, transposones, virus vaccinia, virus del papiloma
humano, virus de la inmunodeficiencia en simios, HTLV, virus espumoso humano y variantes de los mismos. Otros
vectores que son Utiles comprenden espumavirus, retrovirus tipo B de mamiferos, retrovirus tipo C de mamiferos,
retrovirus de tipo C aviar, retrovirus de tipo D de mamiferos, retrovirus tipo HTLV/BLV, y lentivirus.

Se han empleado vectores tales como los enumerados anteriormente para introducir moléculas de ADN en las
células para su uso en terapia génica. Los ejemplos de los vectores utilizados para expresar ADN en las células
incluyen los vectores descritos por: Kanazawa T, Mizukami H, Okada T, Hanazono Y, Kume A, Nishino H, Takeuchi
K, Kitamura K, Ichimura K, Ozawa K. Suicide gene therapy using AAV-HSVik/ganciclovir in combination with
irradiation results in regression of human head and neck cancer xenografts in nude mice. Gene Ther. 2003 Ene;
10(1):51-8. Fukui T, Hayashi Y, Kagami H, Yamamoto N, Fukuhara H, Tohnai |, Ueda M, Mizuno M, Yoshida J. J
Suicide gene therapy for human oral squamous cell carcinoma cell lines with adeno-associated virus vector. Oncol
Oral. 2001 Abr; 37(3): 211-5.

Vectores retrovirales

El vector de suministro incluido en la construccion de vector o virus aislado de acuerdo con la reivindicacion 1 es un
vector lentiviral. Los vectores lentivirales (LV), un subconjunto de retrovirus, transducen una amplia gama de tipos de
células en division y células que no estan en division con una alta eficiencia, que confiere, una expresion estable a
largo plazo del transgén25'27.

El uso de técnicas de transferencia de genes basadas en lentivirus se basa en la produccion in vitro de particulas
lentivirales recombinantes que llevan un genoma viral con muchas deleciones en el que se aloja el transgén de
interés. En particular, los lentivirus recombinantes se recuperan a través de la expresion simultanea en trans en una
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linea celular permisiva de (1) las construcciones de empaquetamiento, es decir, un vector que expresa los
precursores Gag-Pol junto con Rev (alternativamente expresados en trans); (2) un vector que expresa un receptor de
la envoltura, generalmente de naturaleza heterdloga; y (3) el vector de transferencia, que consiste en el ADNc viral
privado de todos los marcos de lectura abiertos, pero que conservan las secuencias necesarias para la replicacion,
encapsidacion, y expresion, en el que se insertan las secuencias que se van a expresar.

En una realizacion, el vector lentiviral comprende uno o mas de una repeticion terminal larga (LTR) 5', la secuencia
sefial del VIH, el sitio de empalme 5' de la sefial Psi del VIH (SD), el elemento delta-GAG, el Elemento de Respuesta
a Rev (RRE), el sitio de empalme 3' (SA), el promotor del factor de Elongacion alfa-1 (EF), y la LTR de auto-
inactivacion 3' (SIN-LTR). El vector lentiviral comprende opcionalmente un tracto de polipurina central (cPPT; SEQ
ID NO: 2) y un elemento regulador post-transcripcional del virus de la hepatitis de marmota (WPRE; SEQ ID NO: 3).
En una realizacién adicional, el vector lentiviral comprende una cadena principal de pHR'. En ciertas realizaciones, la
cadena principal de pHR' comprende, por ejemplo, lo que se proporciona a continuacion.

En una realizacion, se utiliza el vector lentiviral Lentigen descrito por Lu, X. et al. en Journal of gene medicine (2004)
6:963-973 para expresar las moléculas de ADN y/o transducir células.

En una realizacion, el vector lentiviral comprende una repeticion terminal larga 5' (LTR), la secuencia sefial del VIH,
el sitio de empalme 5' de la sefial Psi del VIH (SD), el elemento delta-GAG, el Elemento de Respuesta a Rev (RRE),
el sitio de empalme 3' (SA), el promotor del factor de Elongacion alfa-1 (EF) y la LTR de auto-inactivacion 3' (SIN-
LTR). Sera facilmente evidente para un experto en la técnica que, opcionalmente, una o mas de estas regiones esta
sustituida por otra region que realiza una funcion similar.

Se requiere que la IL-12 sea expresada a niveles suficientemente altos. La expresion del transgen es accionada por
una secuencia promotora. Opcionalmente, el vector lentiviral comprende un promotor de CMV. En otra realizacion, el
promotor es el promotor del factor de elongacion alfa 1 (EF). Una persona experta en la técnica estara familiarizada
con numerosos promotores que seran adecuados en las construcciones de vector descritas en la presente memoria.

Se pueden utilizar elementos potenciadores para aumentar la expresion de moléculas de ADN modificados o para
aumentar la eficacia de la integracion lentiviral. En una realizacion, el vector lentiviral comprende ademas una
secuencia nef. En una realizacion preferida, el lentiviral comprende adicionalmente una secuencia cPPT que mejora
la integracion del vector. cPPT actda como un segundo origen de la sintesis de la hebra (+) del ADN e introduce un
solapamiento parcial de la hebra en el medio de su genoma nativo del VIH. La introduccién de la secuencia cPPT en
la cadena principal del vector de transferencia aumentd fuertemente el transporte nuclear y la cantidad total de
genoma integrado en el ADN de las células diana. En una realizacién preferida alternativa, el vector lentiviral
comprende adicionalmente un Elemento Regulador Postranscripcional de marmota (WPRE). El WPRE actda a nivel
transcripcional, mediante la promocién de la exportacion nuclear de los transcritos y/o el aumento de la eficacia de la
poliadenilacion del transcrito naciente, lo que aumenta la cantidad total de ARNm en las células. La adicion de
WPRE a los vectores lentivirales da como resultado una mejora sustancial en el nivel de la expresion del transgen a
partir de varios promotores diferentes, tanto in vitro como in vivo. En una realizacion preferida adicional, el vector
lentiviral comprende tanto una secuencia cPPT como una secuencia WPRE. En otra realizacién adicional mas, el
vector lentiviral comprende una secuencia que tiene al menos 70%, 70-80%, 80-90%, 90-95%, 95-99,9% o mas de
identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 2 y/o el SEQ ID NO: 3. El vector también comprende, en una realizacion
alternativa, una secuencia de sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) que permite la expresion de multiples
polipéptidos a partir de un Unico promotor.

Ademas de las secuencias IRES, son utiles otros elementos que permiten la expresién de multiples polipéptidos. En
una realizacion, el vector comprende multiples promotores que permiten la expresiéon de mas de un polipéptido. En
otra realizacion, el vector comprende un sitio de escisién de la proteina que permite la expresion de mas de un
polipéptido. Los ejemplos de los sitios de escision de proteina que permiten la expresién de mas de un polipéptido
comprenden los enumerados en los siguientes articulos:

Retroviral vector-mediated expression of HoxB4 in hematopoietic cells using a novel coexpression strategy. Klump H,
Schiedimeier B, Vogt B, Ryan M, Ostertag W, Baum C. Gene Ther. 200; 8(10):811-7; A picornaviral 2A-like
sequence-based tricistronic vector allowing for high-level therapeutic gene expression coupled to a dual-reporter
system Mark J. Osborn, Angela Panoskaltsis-Mortari, Ron T. McEImurry, Scott K. Bell, Dario A.A. Vignali, Martin D.
Ryan, Andrew C. Wilber, R. Scott Mclvor, Jakub Tolar y Bruce R. Blazar. Molecular Therapy 2005; 12 (3), 569-574;
Development of 2A peptide-based strategies in the design of multicistronic vectors. Szymczak AL, Vignali DA. Expert
Opin Biol Ther. 2005; 5(5):627-38; Correction of multi-gene deficiency in vivo using a single 'self-cleaving' 2A peptide-
based retroviral vector. Szymczak AL, Workman CJ, Wang Y, Vignali KM, Dilioglou S, Vanin EF, Vignali DA. Nat
Biotechnol. 2004;22(5):589-94. Sera facilmente evidente para un experto en la técnica que son Utiles otros
elementos que permiten la expresion de multiples polipéptidos que se identifican en el futuro y se pueden utilizar en
los vectores de la presente descripcion.

En ciertas realizaciones, el vector lentiviral es un vector de calidad clinica.
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Elementos reguladores virales

Los elementos reguladores virales son componentes de vehiculos de suministro utilizados para introducir moléculas
de acido nucleico en una célula anfitriona. Los elementos reguladores virales son opcionalmente elementos
reguladores retrovirales. Por ejemplo, los elementos reguladores virales pueden ser las secuencias de LTR y gag de
HSC1 o MSCV. Los elementos reguladores retrovirales pueden ser de lentivirus o pueden ser secuencias
heterdlogas identificadas de otras regiones gendmicas.

Un experto en la técnica también apreciara que a medida que se identifican otros elementos reguladores virales,
estos pueden ser utilizados con las moléculas de acido nucleico de la presente descripcion.

Casete de deteccion

En ciertas realizaciones, la construccién de vector comprende un casete de deteccion. El casete de deteccion
comprende un polinucledtido que dirige la expresién de una molécula que es util para el enriquecimiento, la
clasificacion, el seguimiento y/o la destruccion de las células en las que se expresa. El casete de deteccion codifica
un polipéptido que se expresa en la célula transducida o transfectada y se puede utilizar, como consecuencia, para
detectar y/o aislar las células transducidas o transfectadas. El casete de deteccion se utiliza opcionalmente para
determinar la eficiencia de la transduccion o la transfeccion de las células.

En una realizacion, el casete de deteccion codifica un polipéptido que protege de un farmaco de seleccién tal como
neomicina fosfotransferasa o G418. En otra realizacién, el casete de deteccidon codifica una proteina fluorescente tal
como GFP. También se pueden utilizar otras proteinas fluorescentes. En una realizacién adicional, el casete de
deteccion es un marcador de la superficie celular tales como CD19, CD19 truncado, CD20, CD24 humano, HSA
murino, CD25 humano (huCD25), una forma truncada del receptor del factor de crecimiento nervioso de baja
afinidad (LNGFR), CD34 truncado o receptor de la eritropoyetina (EpoR). En ciertas realizaciones, el polipéptido del
casete deteccidn se expresa en exceso sustancialmente en las células transducidas de manera que estas células
son elegidas como diana preferentemente. En otras realizaciones, el polipéptido del casete de deteccién no se
expresa sensiblemente en el tipo de célula que va a ser transducida o transfectada.

Como se describe a continuacion, el polipéptido del casete de deteccion se puede utilizar para aislar células
transducidas por métodos tales como la citometria de flujo.

En una realizacioén, el casete de deteccion comprende una molécula de CD19 o fragmento de la misma. En ofra
realizacion preferida, la construccién comprende un polinucleétido de deteccioén incorporado a pHR'-cppt-EF-IRES-
W-SIN, pHR'-cppt-EF-huCEA-IRES-hCD19-W-SIN o pHR'-cppt-EF-HER/neulRES-hCD19-W-SIN. Ademas sera
facilmente evidente para un experto en la técnica que, opcionalmente, uno o mas de estos elementos pueden ser
afadidos a o sustituidos por otras regiones que realizan funciones similares.

Casete inmunomodulador

Se puede obtener un mejor efecto antitumoral con el uso de moléculas inmunomoduladoras especificas. Una clase
de moléculas inmunorreguladoras son las citoquinas. Las citoquinas son integrantes de los sistemas inmunitarios
tanto innato como adquirido. Pueden alterar el equilibrio de respuestas celulares y humorales, alterar el cambio de
clase de los linfocitos B y modificar las respuestas innatas.

En una realizacion, el casete inmunomodulador comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que modula
una célula inmunitaria, opcionalmente una célula dendritica o una célula T, opcionalmente una célula T CD4+.

En una realizacion, la molécula inmunomoduladora util para promover el efecto anti-tumoral es RANKL. RANKL es
una molécula que prolonga la vida util de las DC de una forma autocrina. CD40L que mejora la capacidad
estimuladora de las CD, también es util para promover el efecto antitumoral de vacunas de DC y de células
tumorales. Ademas son Utiles otras numerosas citoquinas incluyendo IL-2, IL-7, IL-15, IL-18 e IL-23. Un experto en la
técnica reconoceria que otras moléculas inmunomoduladoras, incluyendo moléculas que promueven funcién APC
son adecuados para su uso en las construcciones de la presente solicitud.

En otra realizacion, el casete inmunomodulador comprende un polinucleétido que codifica o dirige la expresion de
una molécula que inhibe la modulaciéon a la baja de IL-12, por ejemplo inhibe la IL-10. En una realizacion, la
molécula es un polipéptido de IL-10 dominante negativo. En otra realizacion, la molécula es un inhibidor de molécula
pequefia. En otra realizacion, la molécula es un ARNip o ARNhc desactiva la expresion génica de IL-10.

Componentes de seguridad

La proteina de la superficie celular - Uso de inmunotoxinas para destruir células transducidas
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En ciertas realizaciones, se suministra una proteina de la superficie celular (marcador) referida en la presente
memoria como casete de deteccién, tal como CD19, CD20 HSA, LNGFR truncado, CD34, CD24 o CD25 a las
células diana que aclara mas selectivamente estas células in vitro e en vivo mediante la administracién de una
inmunotoxina (anticuerpo conjugado con una toxina) dirigido contra la proteina de la superficie celular. El término
"inmunotoxina" segun se utiliza en la presente memoria representa un anticuerpo o fragmento del mismo que es
citotoxico y/o un anticuerpo o fragmento del mismo que esta fusionado a un agente tdxico. Las inmunotoxinas se
describen en esta solicitud y son conocidos en la técnica, por ejemplo, en la solicitud de patente de los Estados
Unidos num. 20070059275.

Muchas inmunotoxinas estan aprobadas para su uso en seres humanos. En una realizacioén, la inmunotoxina es un
anticuerpo monoclonal 19 anti-Tac (AT) murino fusionado a saporina (SAP)'® una toxina que dafia irreversiblemente
los ribosomas por la escisidon de moléculas de adenina del ARN ribosomal.21 Los autores de la presente invencién
han demostrado tanto in vitro como en vivo que el complejo AT-SAP (ATS) se dirige especificamente y destruye las
células transducidas con retrovirus que expresan huCD25. El uso de inmunotoxinas para destruir las células
transducidas se describe en la solicitud CA Vector Encoding Therapeutic Polypeptide and Safety Elements to Clear
Transduced Cells, presentada el 27 de marzo, 2007.

Polinucleédtidos activadores

Otros componentes de seguridad que se pueden introducir en las construcciones de vector descritas se describen
en la solicitud de los Estados Unidos 11/559.757, THYMIDYLATE KINASE MUTANTS AND USES THEREOF y en la
Solicitud de los Estados Unidos Num. 12/052.565. En una realizacion, la construccion lentiviral comprende
adicionalmente un polinucleétido que codifica un polipéptido activador que convierte un profarmaco en un farmaco,
opcionalmente un polinucleétido tmpk modificado. En una realizacién, el polinucleétido activador comprende un
polinucledtido tmpk con al menos 80% de identidad de secuencia con un polinucleétido tmpk modificado,
opcionalmente las secuencias enumeradas a continuacion.

La faceta de seguridad de la terapia génica suicida se basa en el suministro eficaz y la expresion, consistente
estable de genes componentes de seguridad y terapéuticos.

Variantes y analogos de casetes de expresion

En el contexto de un polipéptido, el término "analogo" segun se utiliza en la presente memoria incluye cualquier
polipéptido que tiene una secuencia de residuos de aminoacidos sustancialmente idéntica a cualquiera de los
polipéptidos de tipo salvaje expresadas por el casete de expresion, por ejemplo, IL-12 o IL-12 mutante, en el que
uno o mas residuos han sido sustituidos conservativamente por un residuo funcionalmente similar y que muestre la
capacidad de activar en el contexto de IL-12, el receptor de IL-12 similar a la IL-12 de tipo salvaje o a los mutantes
de IL-12. Los ejemplos de sustituciones conservativas incluyen la sustitucion de un residuo no polar (hidréfobo) tal
como alanina, isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, la sustituciéon de un residuo polar (hidréfilo) por otro tal
como entre arginina y lisina, entre glutamina y asparragina, entre glicina y serina, la sustituciéon de un residuo
alcalino tal como lisina, arginina o histidina por otro, o la sustitucién de un residuo acido, tal como acido aspartico o
acido glutamico por otro. La expresion "sustitucion conservativa" también incluye el uso de un residuo derivado
quimicamente en lugar de un residuo no derivatizado siempre que dicho polipéptido muestre la actividad requerida.

En el contexto de un polipéptido, el término "derivado”, segun se utiliza aqui se refiere a un polipéptido que tiene uno
0 mas residuos quimicamente derivatizados mediante reaccion de un grupo lateral funcional. Tales moléculas
derivatizadas incluyen por ejemplo, aquellas moléculas en las que los grupos amino libres han sido derivatizados
para formar hidrocloruros de amina, grupos p-tolueno sulfonilo, grupos carbobenzoxi, grupos t-butiloxicarbonilo,
grupos cloroacetilo o grupos formilo. Los grupos carboxilo libres se pueden derivatizar para formar sales, ésteres
metilicos y etilicos u otros tipos de ésteres o hidrazidas. Los grupos hidroxilo libres se pueden derivatizar para formar
derivados O-acilados u O-alquilados. El nitrdgeno de la histidina del imidazol se puede derivatizar para formar N-im-
bencilhistidina. También se incluyen como derivados aquellos péptidos que contienen uno o mas derivados de
aminoacidos de origen natural de los veinte aminoacidos convencionales. Por ejemplo: la 4-hidroxiprolina se puede
sustituir por prolina; la 5-hidroxilisina se puede sustituir por lisina; la 3-metilhistidina se puede sustituir por histidina; la
homoserina se puede sustituir por serina; y la ornitina se puede sustituir por lisina. Los polipéptidos de la presente
descripcion también incluyen cualquier polipéptido que tenga una o mas adiciones y/o deleciones de residuos con
respecto a la secuencia de tipo salvaje, siempre que se mantenga la actividad requerida.

Los métodos de elaboracion de proteinas recombinantes son bien conocidos en la técnica y también se describen en
la presente memoria.

Los acidos nucleicos descritos en la presente memoria también pueden comprender analogos de nucleétidos que
pueden ser mas adecuados como reactivos terapéuticos o experimentales. El acido nucleico puede contener
también grupos tales como grupos informadores, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un
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acido nucleico.

Las moléculas de acido nucleico se pueden construir utilizando la sintesis quimica y reacciones de ligacion
enzimatica utilizando procedimientos conocidos en la técnica. Las moléculas de acido nucleico de la descripciéon o
un fragmento de las mismas, se pueden sintetizar quimicamente utilizando nucledtidos de origen natural o
nucledtidos modificados de manera diversa disefiados para aumentar la estabilidad biologica de las moléculas.

Virus aislado

En una realizacion, las construcciones retrovirales y lentivirales se empaquetan en particulas virales. Los métodos
para preparar virus son conocidos en la técnica y se describen en la presente memoria. En una realizacion, la
solicitud proporciona un virus aislado, opcionalmente, un lentivirus que comprende la construccién de vector.

Los métodos de aislamiento de virus también se conocen en la técnica y se describen adicionalmente en la presente
memoria.

Métodos para expresar IL-12 en las células y aislamiento de las células

Se describen métodos para expresar IL-12 en las células a un nivel umbral o por encima del mismo. Por
consiguiente, en un aspecto, la descripcion proporciona un método de expresion de IL-12 en una célula por encima
de un nivel umbral.

Los polinucleétidos se pueden incorporar a un vector de expresion apropiado que asegure una buena expresion de
la IL-12 y/u otros casetes de expresion descritos en la presente memoria. Por ejemplo, los vectores descritos en la
presente memoria son adecuados.

Los vectores de expresion posibles incluyen pero no se limitan a césmidos, plasmidos, o virus modificados (p.€;.
retrovirus de replicacion defectuosa, adenovirus y virus adeno-asociados), siempre que el vector sea compatible con
la célula anfitriona utilizada. Los vectores de expresion son "adecuados para la transformacion de una célula
anfitriona", lo que significa que los vectores de expresidon contienen una molécula de acido nucleico y secuencias
reguladoras seleccionadas basandose en células anfitrionas que se van a utilizar para la expresion, que esta
operativamente unida a la molécula de acido nucleico. Se pretende que unido operativamente o unido
operablemente signifique que el acido nucleico esta unido a secuencias reguladoras de una manera que permite la
expresion del acido nucleico.

Por lo tanto, la descripcion incluye un vector de expresion recombinante que contiene una molécula de acido
nucleico descrita en la presente memoria, o un fragmento de la misma, y las secuencias reguladoras necesarias
para la transcripcion y traduccion de la secuencia de la proteina insertada.

Las secuencias reguladoras adecuadas pueden derivar de una variedad de fuentes, incluyendo genes bacterianos,
fungicos, virales, de mamifero, o de insecto (por ejemplo, véanse las secuencias reguladoras descritas por Goeddel,
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). La seleccion
de secuencias reguladoras apropiadas depende de la célula anfitriona elegida como se comenta a continuacion, y se
puede llevar a cabo facilmente por un experto en la técnica. Los ejemplos de tales secuencias reguladoras incluyen:
un promotor y un potenciador de la transcripciéon o una secuencia de union a la ARN polimerasa, una secuencia de
union al ribosoma, que incluye una sefal de inicio de la traduccion. Ademas, dependiendo de la célula anfitriona
elegida y del vector empleado, se pueden incorporar al vector de expresion otras secuencias, tales como un origen
de replicacion, sitios de restriccion de ADN adicionales, potenciadores, y secuencias que confieren capacidad de
inducir la transcripcion.

Los vectores de expresion recombinantes se pueden introducir en células anfitrionas para producir una célula
anfitriona transformada. Se pretende que los términos "transformadas con", "transfectadas con", "transformacién"
"transducidas" y "transfeccion" abarquen la introduccion de acido nucleico (p.ej. un vector o construccion de vector)
en una célula mediante uno de los muchos mecanismos posibles conocidos en la técnica. La expresion "en
condiciones adecuadas que permitan la transduccion o transfeccion de la célula" se refiere, por ejemplo, a
condiciones de cultivo ex vivo, tales como la seleccién de un medio apropiado, las concentraciones de los agentes y
la duracién del tiempo de contacto que sean adecuados para transfectar o transducir el anfitrion particular. Las
condiciones adecuadas son conocidas en la técnica y/o se describen en la presente memoria. Se pretende que los
términos "célula anfitriona transformada" o "célula anfitriona transducida" segun se utilizan en la presente memoria
incluyan también células susceptibles de glicosilacion que se han transformado con un vector de expresion
recombinante descrito en la presente memoria. Las células procariéticas se pueden transformar con acido nucleico
mediante, por ejemplo, electroporacion o transformacion mediada por cloruro de calcio. Por ejemplo, el acido
nucleico puede ser introducido en células de mamifero mediante técnicas convencionales tales como co-
precipitacion con fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfecciéon mediada por DEAE-dextrano, lipofectina,
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electroporacion o microinyeccion. Los métodos adecuados para transformar y transfectar células anfitrionas se
pueden encontrar en Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3?2 edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2001), y otros libros de texto de laboratorio. Los métodos adecuados para la transduccion de
células son conocidos en la técnica y también se describen en la presente memoria.

Las construcciones de vectores se introducen en células que se utilizan para el trasplante o se introducen
directamente in vivo en los mamiferos, preferiblemente seres humanos. Las construcciones de vectores se
introducen tipicamente en células ex vivo utilizando métodos conocidos en la técnica. Los métodos para introducir
construcciones de vectores comprenden transfeccion, infeccién, electroporaciéon. Estos métodos emplean
opcionalmente liposomas o compuestos de tipo liposomas. La introducciéon in vivo incluye opcionalmente la
inyeccion intravenosa y/o la inyeccion intratumoral. Estos métodos se describen mas completamente en otra parte.

En ciertas realizaciones, la célula se pone en contacto con una construccion de vector de la composicion y/o un virus
aislado descrito en la presente memoria, por ejemplo un virus aislado que comprende un vector lentiviral y una
casete de expresion de IL-12, en condiciones que permiten la transduccién o transfeccion de la célula. Los métodos
de transduccién de células son bien conocidos en la técnica.

En una realizacién, el método de expresion de IL-12 en una célula comprende poner en contacto la célula con una
composicion y/o construccion de vector descritas en la presente memoria, por ejemplo que comprende un vector
lentiviral y un casete de expresion de IL-12, en condiciones que permiten la transduccion o transfeccion de la célula.

En otras realizaciones, las células se transducen opcionalmente con construcciones retrovirales que dirigen la
expresion de IL-12 y/o casetes de expresion adicionales descritos en la presente memoria. Los métodos de
transduccion de células son bien conocidos en la técnica. Los métodos de transduccion de células con vectores
lentivirales también se describen en la presente memoria.

En otra realizaciéon, el método comprende adicionalmente el aislamiento de la célula transducida o una poblacién de
células transducidas.

Después de la transduccién o transfeccion con construcciones de vectores que comprenden un casete de expresion
de IL-12, y/o un polinucledtido de casete de deteccion, las células que expresan estas moléculas se aislan
opcionalmente por medio de una variedad de medios conocidos en la técnica. En ciertas realizaciones, las células se
aislan mediante clasificacion de células o citometria de flujo utilizando un anticuerpo para el marcador de seleccion
codificado por el casete de deteccién. Ademas clasificacion de células es util para aislar células modificadas en las
que el casete de deteccién es una proteina fluorescente tal como EGFP.

En una realizacion las células se aislan del medio de transduccién o transfeccion y/o de la preparacion viral. Por
ejemplo, las células pueden ser centrifugadas y/o lavadas con una solucién salina tamponada. En consecuencia, las
células pueden comprender una poblacién de células que comprende células transducidas y no transducidas. En
ciertas realizaciones, la poblacién de células comprende al menos 1%, 2-5%, 5-10%, 10-15%, 15-20%, 20-25%, 25-
30%, 30-40%, 40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90%, 90-95%, 95-99% o mas de 99% de células transducidas
o transfectadas con IL-12.

Las células que expresan los polinucleétidos de la presente descripcion, en una realizacion alternativa, son aislados
utilizando la clasificacion magnética. Adicionalmente, las células se pueden aislar por seleccion de farmacos. En una
realizacion, se introduce en las células un vector que comprende un gen de resistencia a un farmaco y un
polinucledtido de la presente descripcion. Los ejemplos de genes de resistencia a farmacos incluyen, pero no se
limitan a, el gen de resistencia a neomicina, el gen de resistencia a blasticidina (Bsr), el gen de resistencia a
higromicina (Hph), el gen de resistencia a puromicina (Pac), el gen de resistencia a Zeocin (Sh ble), FHT, el gen
resistencia a bleomicina y el gen de resistencia a ampicilina. Después de la transduccioén o transfeccion, las células
modificadas que incluyen el gen de resistencia a un farmaco se seleccionan mediante la adicion del farmaco que es
inactivado por el gen de resistencia al farmaco. Las células que expresan el gen de resistencia a un farmaco
sobreviven mientras que las células no transfectadas o no transducidas se destruyen. Un experto en la técnica
estara familiarizado con los métodos y reactivos requeridos para aislar las células que expresan los polinucleétidos
deseados.

En una realizaciéon adicional, se detiene el crecimiento de las células transducidas. Se pueden utilizar varios
métodos para detener el crecimiento de las células. En una realizacion, se detiene el crecimiento de las células
transfectadas o transducidas por medio de irradiacion. El término "detencion del crecimiento” se refiere al hecho de
inhibir la divisidon celular. Un experto en la técnica reconocera que la dosis de irradiacion adecuados para la
detencioén del crecimiento de una célula o poblacion de células puede variar de acuerdo con el tipo de célula y/o
numero de células. En una realizacion, la dosis es de aproximadamente 75-150G. En otra realizacion, para la LMA la
dosis de radiacién es de aproximadamente 75G.
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Células anfitrionas

La descripcion también proporciona en un aspecto una célula (incluyendo, por ejemplo una célula aislada in vitro,
una célula en vivo, o una célula tratada ex vivo y devuelta a un sitio in vivo) expresando y/o secretando la IL-12 por
encima de un limite umbral. En una realizacion, la célula es transducida con una construcciéon de vector, virus o la
composicion descritos en la presente memoria.

Las células transfectadas con una molécula de acido nucleico tal como una molécula de ADN, o transducidas con la
molécula de acido nucleico tal como un vector de virus con ADN o ARN, se utilizan opcionalmente, por ejemplo, en
transplantes de médula ésea o de células de sangre de cordén umbilical de acuerdo con los mecanismos conocidos
en la técnica.

Se puede utilizar cualquier célula para la transduccion con las construcciones de vector descritas en la presente
memoria para obtener una célula que expresa IL-12 por encima del nivel umbral. En una realizacién, la célula es una
célula cancerosa. En una realizacion, la célula cancerosa es una célula de cancer primario. En una realizaciéon
adicional, la célula de cancer primario deriva de un sujeto. La célula cancerosa es opcionalmente una célula
alogénica o autdloga. La célula cancerosa que va a ser transducida deriva opcionalmente de, se propaga a partir de
o se clona a partir de una célula cancerosa obtenida de un sujeto. En una realizacion, la célula cancerosa se obtiene
del sujeto por medio de biopsia. Alternativamente, la célula cancerosa se puede obtener de una muestra de sangre,
por ejemplo en el caso de una leucemia, cuando el tipo de célula enferma esta presente en la sangre periférica. Los
métodos para aislar las células cancerosas de una muestra de sangre son conocidos en la técnica y/o se describen
en la presente memoria.

Cualquier célula cancerosa que puede ser transducida o transfectada es un anfitrién adecuado para la transduccién
o transfeccion utilizando una composicién o construccién de vector de la solicitud. En una realizacién, la célula
cancerosa es una célula de leucemia. En una realizacion, la célula de leucemia es una célula de leucemia
linfoblastica aguda (LLA), una célula de leucemia linfoblastica crénica (LLC), una célula de leucemia mieloide crénica
(LMC), o una célula de leucemia mieloide aguda (LMA). En ciertas realizaciones, la célula cancerosa deriva de un
cancer que se caracteriza por o puede exhibir periodos de remision. En ciertas realizaciones, la célula cancerosa es
una célula de cancer metastasico. En otras realizaciones, la célula cancerosa es una célula de linfoma, mieloma,
tumor de pulmdn, ovario, préstata, mama, melanoma, colon, vejiga, higado, pancreas, tiroides, cancer de cabeza o
cuello. El sistema inmunitario es capaz de buscar las células que residen en casi todas las partes del cuerpo y por lo
tanto todos los canceres podrian ser susceptibles de este enfoque incluyendo: leucemias, linfomas, mielomas,
tumores de pulmén, ovario, préstata, mama, melanoma, colon, vejiga, higado, pancreas, tiroides, cabeza y cuello.

Opcionalmente se transducen o transfectan lineas celulares. Por ejemplo, opcionalmente se transducen por ejemplo
células T Jurkat de leucemia de células T humanas, células K562 eritro-leucémicas humanas, células CES1,
OCIAML1, OCIAMLZ2, y Raiji con los polinucleétidos de la descritos en la presente memoria. Raji es una linea de
linfoma de Burkitt, OCI AML 1 y 2 son lineas de leucemia mielégena aguda, CES1 es una leucemia mielégena
cronica.

Una célula cancerosa expresa antigenos asociados a tumores y la introduccion de IL-12 y opcionalmente moléculas
inmunomoduladoras aumenta la respuesta inmunitaria cuando la célula tumoral se introduce en el sujeto como
demuestran los autores de la presente invencion. En una realizacion, la célula tumoral es transducida con una
construccion lentiviral que comprende un casete de IL-12 y, opcionalmente, un casete inmunomodulador, en donde
el casete inmunomodulador comprende un polinucleétido que codifica una molécula que induce las células DC y/o
las células T. Las células cancerosas son vehiculos atractivos para la expresion de IL-12 ya que la respuesta
inmunitaria es autolimitante. Las células cancerosas transducidas provocan una respuesta inmunitaria que conduce
a la erradicacion de la célula inicial. De ese modo los niveles de IL-12 son auto-limitantes.

Las composiciones y construcciones de vector descritas en la presente memoria se introducen de manera util en
cualquier tipo de célula ex vivo. Las composiciones y construcciones de vector descritas en la presente memoria
también se pueden introducir en cualquier tipo de célula in vivo.

Nivel umbral

Los autores de la presente invenciéon han demostrado que un nimero minimo de células cancerosas que expresan
al menos una cantidad umbral de IL-12 puede inducir y/o potenciar una respuesta inmunitaria en un sujeto. La
respuesta inmunitaria en algunas realizaciones, conduce a la pérdida de las células cancerosas no transducidas.

En una realizacion, el nivel umbral esta en un el nivel de al menos 1 500 pg/ml/10° células/2 horas de IL-12 En otra
realizacion, el nivel umbral es de al menos 1.500 a 2.500 pg/ml/10° celulas/2 horas, 2.500-5.000 pg/ml/10° celulas/2
horas, 5.000 a 7.500 pg/ml/10° células/2 horas 7.500 a 10.000 pg/ml/10° celulas/2 horas, 10.000-12.500 pg/ml/10°
células/2 horas, 12.500 a 15.000 pg/ml/10° células/2 horas, 15.000-17.500 pg/ml/10°® células/2 horas, 17.500-20.000
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pg/ml/10° células/2 horas o al menos 20.000 pg/ml/10° células/2 horas de IL-12.

En otra reallzaC|on una poblacion de células comprende células que secretan al menos aproxmadamente 1.500-
2.500 pg/ml/10° celulas/2 horas, 2.500-5.000 pg/ml/10° celulas/2 horas, 5.000-7.500 pg/ml/10° celulas/2 horas,
7.500-10.000 pg/ml/10° celulas/2 horas, 10.000-12.500 pg/ml/10° células/2 horas 12.500-15.000 pg/ml/10° células/2
horas, 15 000-17.500 pg/ml/10° células/2 horas, 17.500-20.000 pg/ml/10° células/2 horas o al menos 20.000
pg/ml/10 células/2 horas de IL-12. En otras reahzamones la poblacion de células comprende células que secretan
al menos aproximadamente 20.000-40.000 pg/ml/10 células/2 horas de IL-12. Un experto en la técnica entenderia
que cada célula podria secretar cantidades variables de IL-12. La poblaciéon puede incluir células que secretan
menos 0 mas de los nimeros enumerados en la presente memoria o un umbral dado. Las células transducidas en
su conjunto comprenden un numero suficiente de células secretoras de IL-12, que secretan IL-12 por encima del
nivel umbral de tal manera que las DC se activan.

La poblacién de células puede comprender células transducidas y no transducidas y/o transfectadas y no
transfectadas. En una realizacion, al menos 0,5%, 1%, 2-5%, 5-10%, 10-15%, 15-20%, 20-25%, 25-30%, 30-40%,
40-50%, 50-60%, 60-70%, 70-80%, 80-90%, 90-95%, 95-99% o mas del 99% de las células de la poblacion de
células son transducidas o transfectadas y/o expresan IL-12.

En una realizacion preferida, la poblacion de células comprende 1% de células transducidas que secretan 20.000
pg/10°células/2 horas.

El nivel de expresion de IL-12 se puede determinada por medio de numerosos métodos que incluyen métodos
conocidos en la técnica y los métodos descritos en la presente memoria. Por ejemplo los niveles de IL-12 se pueden
determinar mediante ELISA, andlisis de esferas de citoquinas, tincion intracelular, HPLC y MS/MS, o ELISPOT.

Composiciones

La solicitud describe composiciones que comprenden un casete de expresion de IL-12 y un vector lentiviral tal como
se describe en la presente memoria. El vector es para proporcionar una molécula de codificacién de acido nucleico
(p-€j. el casete de expresion) a un sujeto de tal manera que la expresion de la molécula en las células proporcione la
actividad biolégica del polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico codificante a esas células. Un acido
nucleico codificante, segun se utiliza en la presente memoria significa un acido nucleico o polinucleétido que
comprende los nucleétidos que especifican la secuencia de aminoacidos, o una porcién de la misma, de la proteina
correspondiente. Una secuencia codificante puede comprender un codén de inicio y/o una secuencia de terminacion.

En otras realizaciones, la composicion comprende células modificadas con las construcciones de vector descritas en
la presente memoria. Tales células modificadas se pueden administrar por via intravenosa utilizando métodos
conocidos en la técnica i.p., i.v., por via intratumoral, inyecciones estereotacticas a una variedad de sitios,
inyecciones directas, por via intramuscular, etc.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la presente descripcion utilizadas para tratar pacientes que tienen
enfermedades, trastornos o estados fisicos anémalos podrian incluir un portador, un auxiliar o un excipiente
aceptables.

Las composiciones farmacéuticas se administran opcionalmente por medio de métodos ex vivo e in vivo tales como
electroporacion, microinyeccion de ADN, suministro de ADN en liposomas, y vectores de virus que tienen genomas
de ARN o ADN, incluyendo vectores de retrovirus, vectores de lentivirus, vectores de adenovirus y vectores de virus
adenoasociados (AAV), virus del bosque Semliki. También son utiles los derivados o los hibridos de estos vectores.

Las dosificaciones que se van a administrar dependen de las necesidades del paciente, del efecto deseado y de la
ruta de administracion elegida. Los casetes de expresion se introducen opcionalmente en las células o sus
precursores utilizando vehiculos de suministro ex vivo o in vivo tales como liposomas o vectores de virus con ADN o
ARN. También se introducen opcionalmente en estas células utilizando técnicas fisicas tales como métodos de
microinyeccion o quimicos tales como la co-precipitacion.

Las composiciones farmacéuticas se preparan tipicamente por métodos conocidos para la preparacion de
composiciones farmacéuticamente aceptables que se administra a los pacientes, y de tal manera que se combina
una cantidad eficaz de la molécula de acido nucleico en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
Los vehiculos adecuados se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences (Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., USA).

Sobre esta base, las composiciones farmacéuticas pueden incluir un compuesto o sustancia activos, tal como una
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molécula de acido nucleico, asociada con uno o mas vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables, y
contenidos en soluciones tamponadas con un pH adecuado e isoosméticas con los fluidos fisioldgicos. Los métodos
de combinacién de los casetes de expresion con los vehiculos o de combinacién de los mismos con diluyentes son
bien conocidos por los expertos en la técnica. La composiciéon podria incluir un agente de direccionamiento para el
transporte del compuesto activo a los sitios especificados dentro de las células.

Métodos para inducir/aumentar las respuestas inmunitarias y Métodos de tratamiento

Los métodos descritos en la presente memoria son utiles para inducir y potenciar una respuesta inmunitaria en un
sujeto. En una realizacion, el sujeto tiene cancer. En otra realizacion, el sujeto esta en remision. En una realizacion
adicional, el sujeto tiene un mayor riesgo de cancer.

En una realizacion, la descripcién proporciona un método para inducir o potenciar una respuesta inmunitaria en un
sujeto que comprende la administracion de una célula o poblacion de células transducidas descritas en la presente
memoria o0 una composicion que comprende dichas células.

En otra realizacién, la descripcidon proporciona un método para inducir o potenciar una respuesta inmunitaria de
memoria en un sujeto.

En una realizacion, la respuesta inmunitaria inducida o potenciada es una respuesta inmunitaria mediada por células
T CD4+.

La descripcion también proporciona un método de suministro de IL-12 a un sujeto para mejorar el tratamiento del
cancer que comprende:
la generacion de una célula secretora de IL-12 en donde la IL-12 secretada por célula esta por encima de un
nivel umbral; y
la introduccion de un nimero eficaz de las células secretoras de IL-12 generadas en el sujeto.

En otra realizacion, la descripcion proporciona un método para mantener los niveles de IFN gamma inducidos por IL-
12 en un anfitrion que comprende:
la generacion de una célula secretora de IL-12 en donde la IL-12 secretada por célula esta por encima de un
nivel umbral; y
la introduccion de un nimero eficaz de las células secretoras de IL-12 generadas en el sujeto.

En una realizacion, se administran a un sujeto las células transducidas, una poblacion de células y/o una
composicion que comprende dichas células. En otra realizacion, las células, la poblacion de células y/o la
composicion se administran con un coadyuvante. Por ejemplo, en una realizacion se utiliza adyuvante incompleto de
Freund. Ademas, las células, la poblacién de células y/o composicion se administran una vez, o repetidamente. Por
ejemplo, las células y/o la poblacion de células se administran una segunda vez para estimular la respuesta
inmunitaria y/o aumentar la cantidad de IL-12 suministrada o de IFNgamma sostenida.

En una realizacion, las células cancerosas se obtienen de un sujeto, y se modifican genéticamente para expresar y/o
secretar IL-12 por encima de un nivel umbral. Las células transducidas o la poblacién de células que comprende
células transducidas se irradian y se administran al sujeto. Por consiguiente, en ciertas realizaciones, el uso clinico
de las células modificadas se limita al sujeto del que se obtuvo la célula cancerosa.

Cuando las células expresan adicionalmente un polinucleétido activador que codifica un polipéptido que convierte un
profarmaco en un farmaco, por ejemplo un polinucleétido tmpk modificado, opcionalmente las células no se
irradiados. Cualquier célula no deseada puede ser destruida tras la administracion del profarmaco. Por ejemplo, en
algunos casos, la irradiacion puede afectar negativamente a la capacidad de las células transducidas para inducir
una respuesta inmunitaria p.ej. la irradiacion puede causar la muerte celular en ciertas poblaciones de células. El
uso de un polinucleodtido activador u otro mecanismo para eliminar las células no deseadas trasplantadas al sujeto
se emplea alternativamente en tales situaciones.

Los métodos descritos en la presente memoria son Utiles para el tratamiento de una variedad de canceres. Los
autores de la presente invencidon han demostrado que las leucemias de una variedad de tipos son susceptibles de
tratamiento con IL-12.

La enfermedad residual que puede permanecer latente durante las remisiones puede ser elegida como diana por el
método descrito en la presente memoria. La progresion tardia de la enfermedad de muchas leucemias ofrece una
ventana de oportunidad critica para los enfoques basados en la inmunidad. La presente inmunoterapia también
puede deshacerse de células quiescentes, tales como cancer "madre" que inician un cancer, ya que no requiere
dianas bioquimicamente o genéticamente activas. Ademas, la presente inmunoterapia también puede conducir a la
erradicacion de la enfermedad metastasica.
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Los métodos descritos en la presente memoria también son Utiles para el tratamiento de canceres sélidos. Por
ejemplo, los métodos se pueden utilizar para el tratamiento del melanoma, el cancer renal y el cancer de préstata.

Las células se pueden introducir por una variedad de rutas, como se describe en otros lugares incluyendo la
inyeccion intraperitoneal o la infusidn intravenosa. Alternativamente, se pueden inyectar una construccion de vector,
un virus aislado o una composicién que comprende dicha construccién o virus por via intratumoral de manera que la
transduccion se lleva a cabo in vivo.

En una realizacion, el nimero de células inyectadas o administradas es un numero eficaz para inducir una respuesta
inmunitaria. Una respuesta inmunitaria se puede detectar utilizando una serie de métodos conocidos en la técnica,
incluyendo la deteccion del reconocimiento de las células T del anfitrion de las células tumorales in vitro.
Alternativamente, se puede detectar una respuesta inmunitaria mediante la evaluacion de los cambios del perfil de
citoquinas. Por ejemplo el aumento de expresion de IFN-gamma es indicativo de una respuesta inmunitaria.

En ciertas realizaciones, los métodos comprenden adicionalmente el seguimiento de la progresion del cancer. La
progresion del cancer se puede controlar utilizando métodos conocidos.

En una realizacion, las composiciones y los vectores de la presente descripcion se utilizan para el tratamiento del
cancer mediante la terapia adoptiva. En una realizacién, las células linfociticas citotdxicas se expanden utilizando
células transducidas con LV-IL-12 in vitro. La terapia adoptiva o la (inmuno)terapia adoptiva se refieren a la
transferencia pasiva de células reactivas del tumor inmunolégicamente competentes al anfitrion que porta el tumor
para mediar, directa o indirectamente, en la regresion del tumor. La viabilidad de la (inmuno)terapia adoptiva del
cancer se basa en dos observaciones fundamentales. La primera de estas observaciones es que las células
tumorales expresan antigenos Unicos que pueden provocar una respuesta inmunitaria dentro del anfitrion singénico
(genéticamente idéntico o similar especialmente con respecto a antigenos o reacciones inmunoldgicas). La otra es
que el rechazo inmunitario de los tumores establecidos puede estar mediado por la transferencia adoptiva de células
linfoides adecuadamente sensibilizadas. Las aplicaciones clinicas incluyen la transferencia de células madre de
sangre periférica después de la quimioterapia no mieloablativa con o sin radiaciéon en pacientes con linfomas,
leucemias y tumores solidos.

En un aspecto de la presente descripcion, las células T del donante o las células madre (ya sea embrionarias o de
una ontogenia posterior) son transducidas con vectores de la descripcion. Las células que expresan estos vectores
son aisladas y transferidas adoptivamente a un anfitrion que necesita tratamiento. En una realizacién, la médula
6sea del receptor ha experimentado un agotamiento de células T. Los métodos de transferencia adoptiva de células
T son conocidos en la técnica (J Translational Medicine, 2005 3(17): doi;0.1186/1479-5876-3-17, Adoptive T cell
therapy: Addressing challenges in cancer immunotherapy. Cassian Yee). Este método se utiliza para el tratamiento
de tumores sélidos y no requiere el direccionamiento de las células T que expresan el vector de transduccion hacia
el tumor ya que las células T modificadas reconoceran las diferentes moléculas de la clase del MHC presentes en el
anfitrion receptor dando como resultado la destruccion citotoxica de las células tumorales.

En una realizacion, las DC autélogo y las células T se ponen en contacto ex vivo con células cancerosas
transducidas con IL-12 y/o expandidas ex vivo y se administran a un sujeto que lo necesite con o sin células
secretoras de LV-IL-12.

Las composiciones y vectores también son utiles para la reduccion de la proliferacion celular, por ejemplo para el
tratamiento del cancer. La presente descripcion también proporciona métodos para utilizar composiciones y vectores
de la descripciéon para la expresion de IL-12 para la reduccion de la proliferacion celular, por ejemplo para el
tratamiento del cancer.

La descripcion también proporciona un método para reducir el numero de células tumorales o la carga de cancer en
un sujeto con cancer, o que tiene una mayor probabilidad de desarrollar cancer que comprende la administracion de
una célula transducida, una poblacion de células, o una composicion que comprende dichas células al sujeto.

En otra realizacion, la descripcion proporciona un método de tratamiento de un sujeto con cancer o con un mayor
riesgo de desarrollar cancer que comprende la administracion de una célula transducida, una poblacién de células, o
una composicion que comprende dichas células al sujeto.

Las construcciones de vectores que contienen las moléculas de acido nucleico de la descripcion y los virus aislados
se administran tipicamente a mamiferos, preferiblemente seres humanos, utilizando técnicas descritas a
continuaciéon. Los polipéptidos producidos a partir de las moléculas de acido nucleico también se administran
opcionalmente a mamiferos, preferiblemente seres humanos. La presente descripcion se refiere a un método de
tratamiento médico de un mamifero que lo necesita, preferiblemente seres humanos, mediante la administracion al
mamifero de una construccién de vector descrita en la presente memoria o una célula que contiene la construccion
de vector.
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Un aspecto se refiere a métodos para proporcionar una molécula de acido nucleico codificante a las células de un
individuo de tal manera que la expresion de la molécula de acido nucleico codificante en las células proporciona la
actividad biolégica o el fenotipo del polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico codificante. EI método
también se refiere a un método para proporcionar a un individuo que tiene una enfermedad, trastorno o estado fisico
andmalo un polipéptido biolégicamente activo mediante la administracion de una molécula de acido nucleico de la
presente descripcion. El método se puede realizar ex vivo o in vivo. Los métodos y las composiciones para la terapia
génica se muestran, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Num. 5.869.040, 5.639.642, 5.928.214,
5.911.983, 5.830.880, 5.910.488, 5.854.019, 5.672.344, 5.645.829, 5.741.486, 5.656.465, 5.547.932, 5.529.774,
5.436.146, 5.399.346 y 5.670.488, 5.240.846. La cantidad de polipéptido variara con las necesidades del sujeto. La
dosificacion optima del vector puede ser facilmente determinada utilizando técnicas empiricas, por ejemplo por el
aumento a escala de la dosis (véase el documento US 5.910.488 para un ejemplo de aumento a escala de la dosis).

El método también se refiere a un método para producir una provision de partida de virus recombinante mediante la
produccion de virus adecuado para la terapia génica que comprende el ADN modificado que codifica un gen de
interés. Este método implica preferiblemente la transfeccién de células permisivas para la replicaciéon del virus
(conteniendo el virus el gen terapéutico) y la recolecciéon del virus producido.

Se puede emplear la co-transfeccién (ADN y marcador en moléculas separadas) (véase, p.ej. el documento US
5.928.914 y el documento US 5.817.492). Ademas, se puede utilizar un casete de deteccién o marcador (tal como
marcador de Proteina Fluorescente Verde o un derivado) dentro del propio vector (preferiblemente un vector viral).

Tratamientos combinados

En ciertas realizaciones, las construcciones de vectores, las células transducidas, la poblacién de células y o
composiciones que las comprenden, se administran combinados con otras terapias. Por ejemplo, las construcciones
de vectores, las células transducidas, la poblacion de células y/o las composiciones que las comprenden se pueden
administrar antes o después de la quimioterapia adecuada para el cancer que esta siendo tratado. En otras
realizaciones en donde el cancer es un cancer sélido, las construcciones de vectores, las células transducidas, la
poblacion de células y/o las composiciones que las comprenden se administran antes o después de la cirugia.

En una realizacion, las células cancerosas se cosechan a partir de sangre de un sujeto antes de que el tratamiento
combinado, opcionalmente quimioterapia, se haya iniciado. Las células cancerosas son transducidas a continuacion
con un LV- IL-12. Las células transducidas se congelan para su uso posterior y se administran cuando el sujeto esta
en remision.

Dosificacion

En ciertas realizaciones, los métodos proporcionan que una composicion, una célula transducida, una poblacion de
células, o una construccién de vector descritas en la presente memoria sean administradas al sujeto. Las
composiciones, células o construcciones de vectores de la presente solicitud se pueden administrar al menos una
vez a la semana en una realizacion. Sin embargo, en otra realizacién, la composicion, la célula transducida, la
poblacion de células, o la construccion de vector se pueden administrar al sujeto desde aproximadamente una vez
por semana, una vez cada 14 dias, o 28 dias. La administracién se puede repetir 1, 2, 3, 4, 5, 6 o0 mas veces. En
otra realizacion, la administracion es de aproximadamente una vez al dia para un tratamiento dado, por ejemplo para
la terapia con riL-12. La longitud del periodo de tratamiento depende de una variedad de factores, tales como la
gravedad de la enfermedad, la edad del paciente, la concentracién y la actividad de los compuestos de la presente
solicitud, o de una combinacion de los mismos. En una realizacion, el tratamiento es un tratamiento crénico y la
duracién del tratamiento es de 1-2 semanas, 2-4 semanas o mas de 4 semanas. El régimen de tratamiento puede
incluir programas de tratamiento repetidos. Se apreciara también que la cantidad eficaz o dosificacion del compuesto
utilizado para el tratamiento o la profilaxis pueden aumentar o disminuir en el transcurso de un tratamiento o régimen
de profilaxis particular. Los cambios en la dosificacion pueden resultar y ser evidentes por medio de analisis de
diagndstico convencionales conocidos en la técnica. En algunos casos, puede ser necesaria la administracion
cronica.

El numero de células administradas varia con el nivel de expresion de la célula transducida o de la poblacién de
células. Por ejemplo, cuando las células que expresan IL-12 expresan mas de 20.000 pg/ml/‘IO6 células/2 horas de
IL-12, pueden ser suficientes tan pocos como 5.000 o 0,5% de una poblacién de células que comprenden células
que expresan IL-12 para los métodos descritos en la presente memoria. Sin embargo, cuando las células que
expresan IL-12 expresan solamente 2.000 pg/ml/‘IO6 células/2 horas de IL-12, puede ser necesaria mas de 100.000
0 10% de una poblacion de células que comprenden células que expresan 1L-12.

En una realizacién, se administran 1-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100 o0 mas
de 100 x 10° células. En otra realizacion, se administran 10° - 10° células. Cuando las células producen mas que
2.000 pg/ml/‘IO6 células/2 horas, mas de 10% de la poblacion de células expresa IL-12. Cuando las células expresan
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20.000 pg/ml/‘IO6 células/2 horas, al menos 0,5% de la poblacion de células expresa IL-12.
Produccién de polipéptido y herramientas de investigacion

Una linea celular (ya sea un cultivo de células inmortalizadas o un cultivo de células madre) transfectada o
transducida con un polinucleétido de la descripcion (o variantes) es util como herramienta de investigacion para
medir los niveles de expresion de la molécula de acido nucleico codificante y la actividad de la polipéptido codificado
por la molécula de acido nucleico codificante.

La presente descripcion incluye un método para producir una célula anfitriona recombinante capaz de expresar una
molécula de acido nucleico de la presente descripcion que comprende la introduccion en la célula anfitriona de un
vector de la presente descripcion.

La descripcion también incluye un método para expresar un polipéptido en una célula anfitriona de la descripcion
que incluye cultivar la célula anfitriona en condiciones adecuadas para la expresion de la molécula de acido nucleico
codificante. El método proporciona tipicamente el fenotipo del polipéptido a la célula.

Se describe un polipéptido aislado producido a partir de una molécula de acido nucleico o vector de la invencién de
acuerdo con un método de la descripcion.

También se describe un sistema o modelo para someter a ensayo el mecanismo de rechazo del cancer mediado por
IL-12. En una realizacion el sistema es un sistema in vitro. La comprension del mecanismo subyacente que conduce
a una respuesta inmunitaria anti-leucemia eficaz se facilita en gran medida mediante el establecimiento de analisis in
vitro que imitan las observaciones in vivo. Esto es Util para comparar y adaptar los modelos murinos a enfermedades
humanas. En una realizacion, el sistema in vitro comprende DC murinas derivadas de médula 6sea (cultivadas
durante 6-9 dias en GM-CSF) inducidas a madurar (aumento de la expresiéon de CD80) en presencia tanto de
células de bazo + células productoras de 70Z/3-IL-12 (pero no cualquiera sola). La maduracién no se produce si se
sustituyen las células 70Z/3 no transducidas por las células 70Z/3-IL-12. Las poblaciones seleccionadas del bazo se
afaden las células y/o retiran (células T inmaduras, células T CD4", células T CD8", células NKT, células NK,
precursores de DC) para definir los tipos de células criticos que se requieren para la maduracién de DC mediada por
702/3 - IL-12.

En una realizacion el sistema comprende células de leucemia humanas que expresan IL-12 y/o un modelo de raton
susceptible de desarrollar cancer para determinar el mecanismo por el que la interleuquina-12 (IL-12) provoca una
respuesta inmunitaria que, en ratones, da como resultado un rechazo completo de la leucemia. En una realizacion,
el sistema permite el analisis de las interacciones de células T, células dendriticas (DC), células de leucemia y las
citoquinas que producen en sistemas murinos establecidos in vitro e in vivo. En otra realizacion, el sistema permite la
optimizacion de los parametros esenciales para la modificacion genética de muestras primarias de células de
leucemia humana para expresar cantidades de IL-12 por encima de umbrales necesarios establecidos en el sistema
murino. En una realizacién adicional, el sistema es Util para establecer condiciones in vitro para determinar cémo las
células primarias de leucemia humana que expresan IL-12 interactian con las DC autdlogas y las células T.

Ejemplos
Ejemplo 1

La inyeccion directa de IL-12 recombinante ha demostrado eficacia en algunos modelos de raton de leucemia [9-13]
mientras que las pruebas iniciales en seres humanos que emplean este enfoque fueron menos prometedoras ([14-
17] y comentadas en [4]). Es bien reconocido en la bibliografia que la actividad anti-leucemia inducida por IL-12 esta
mediada en gran medida por la secrecién secundaria de IFN-y [13]. Gollob et al., en particular, han sugerido que la
induccion y mantenimiento de IFN-y inducido por IL-12 fue un componente clave de la terapia eficaz en pacientes
con cancer de células renales metastasico [18]. Sin embargo, la induccién concomitante de efectos antagénicos con
niveles de IFN-gamma elevados sigue planteando un desafio y es el impulso para diversos grupos para seguir
sometiendo a ensayo la eficacia de IL-12 recombinante siguiendo diferentes protocolos de dosificacion y temporales
[7, 8, 19- 21] y para evaluar el potencial terapéutico de terapia génica con IL-12 basada en células ([22-27] y
comentada en [4, 13]) con el fin de superar esto.

Las pruebas clinicas mas recientes han incluido enfoques tales como inyeccion intraleucémica de fibroblastos y
células dendriticas que secretan IL-12, los métodos que han demostrado ser eficaces en modelos de ratéon. Hasta la
fecha, estos enfoques no han tenido un impacto significativo sobre la supervivencia de los pacientes [15-17].
Encontrar la razén de esta falta de conexion es de suma importancia.

Los autores de la presente invencion publicaron recientemente un modelo de LLA en la que una variante de la linea
70Z/3 de leucemia de células pre-B murina, 70Z3-L, es letal en ratones singénicos, mientras que otra variante,
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70Z/3-NL, provoca una respuesta inmunitaria protectora (27). Las células 70Z/3-L, aunque incapaces de iniciar
inmunidad, fueron rechazadas facilmente cuando se inicié primero una respuesta inmunitaria contra células 70Z/3-
NL. Por lo tanto, el modelo de los autores de la presente invenciéon es susceptible de comprobar si IL-12 puede
iniciar una respuesta inmunitaria especifica, el reconocimiento de 70Z/3-L y la supervivencia de los animales
sensibilizados. La leucemia 70Z/3 es una reminiscencia de la LLA humana con lesiones neoplasicas que surge en el
higado, el bazo, los ganglios linfaticos, médula 6sea y rara vez el sistema nervioso central. Entre las manifestaciones
fisicas mas comunes de la enfermedad se encuentran la ascitis y esplenomegalia.

Materiales y métodos
Animales.

Los ratones hembra (C57BI/6xDBA/2) F1 (denominados BDF1), 8-12 semanas de edad, fueron adquiridos de
Jackson Laboratories (Bar Harbor, Ma). Los ratones se mantuvieron bajo condiciones estériles en la instalacion para
animales libre patégeno especifica (SPF) en el Instituto del Cancer de Ontario, Princess Margaret Hospital, Toronto,
Ontario, Canada. A los ratones se les alimenta con una dieta irradiada y agua del grifo sometida a autoclave. Se
acabd con los animales mediante asfixia con CO- y dislocacion cervical. EI Comité de Cuidado de Animales del
Instituto de Cancer de Ontario aprobo todos los protocolos experimentales empleados.

Células tumorales.
Células de leucemia.

Las células de leucemia 70Z/3-L (descritas en [28]), derivadas de ratones BDF1, se mantuvieron en IMDM con suero
bovino fetal inactivado por calor al 5% (Hyclone, South Logan, UT, EE.UU.g, 100 pg/ml de penicilina-estreptomicina o
100 pg/ml de kanamicina (GIBCO-Invitrogen), y B-mercaptoetanol 5,5x10™ M (denominado IMDM completo) en una
atmosfera humidificada a 37°C y 5 CO; al 5%. Las concentraciones de células se mantuvieron a 5-10x10 células/mL.

Construccion del vector lentiviral.

Los vectores lentivirales que expresan IL-12 de ADNc se construyeron mediante un método similar al descrito por
Yoshimitsu et al. [29] con modificaciones. El plasmido pORF-mIL12 (IL-12elasti(p35::p40) Mouse (p35::p40))
(InvivoGen, San Diego, CA) se modificé mediante la creacién de sitios para enzimas de restriccion EcoR| y BamHl,
aguas arriba y aguas abajo del gen de IL-12, respectivamente, utilizando un QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA). A continuacion, esta construccion resultante se digiriéo con EcoRIl/BamHI
(New England Biolabs). EI ADNc de IL-12 murino se purific después de electroforesis en un gel de agarosa al 1%, y
a continuacioén se subclond en la cadena principal de LV de pHR' aguas abajo del promotor del factor de elongacion
1 alfa (EF1a). Los clones plasmidicos positivos para PHR-cPPT-EF1a-mulL-12-WPRE (es decir LV-mulL-12) se
identificaron mediante analisis de digestion con enzimas de restriccion de diagndstico y posterior secuenciacion de
ADN (Innobiotech, Toronto, ON, Canada).

Produccién viral y transduccion de las células.

Los LV concentrados se produjeron mediante un método de triple transfeccion transitoria utilizando pHR-cPPT-
EF1a-mulL-12-WPRE y plasmidos de accesorios sobre monocapas 293T mediante fosfato de calcio [30, 31]. Un
titulo de vector aproximado se estimé basandose en la produccion de LV/enGFP [29] y el ensayo en células 293T no
sometidas a tratamiento previo que se produjeron en paralelo. La linea de células leucémicas pre-B murina, 70Z3-L,
fue transducida a continuacion con una multiplicidad de infeccion (MOI) aproximada de 20. Los clones de células
individuales, obtenidos por dilucion limitante en placas de 96 pocillos a densidades de poblacién de menos de 0,3
células/pocillo se cuantificaron a continuacion para determinar la producciéon de IL-12/10° células/mL/2 horas
utilizando de un kit ELISA para IL-12 disponible comercialmente (BD Biosciences, San Jose, CA).

Experimentos de sensibilizacion in vivo.

Experimentos de sensibilizacion in vivo.

Las células de leucemia y las células transducidas se cultivaron en IMDM completo y se lavaron 3 veces con 30 mL
.. . 2+ 2+ . : 6

de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) con Ca®" y Mg“". Las células se volvieron a suspender a 5-10x10

células/mL en PBS y se inyectaron a los animales a un volumen de 100-200 pL. Los ratones recibieron inyecciones

IP que se realizaron en el lado derecho del abdomen utilizando una jeringa de 1 mL con una aguja de calibre 26.

Recogida de suero.

La recogida de suero en ratones vivos se logré mediante la puncién de la vena safena con una aguja estéril y
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recogiendo la sangre en un tubo separador de suero (BD, NJ, EE.UU.). Estos tubos se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 5 minutos, el suero se transfirié a continuacioén a un tubo de microcentrifuga y se congel6 a -20°C hasta su
uso.

Administracion intraperitoneal de riL-12.

La IL-12 recombinante de ratéon fue adquirida de R&D Systems, Minneapolis, EE.UU. A los ratones se les inyectaron
IP 10 células 70Z/3-L en 100-200 yL de PBS en el dia 0, seguido de inyecciones diarias de 0,1-20 ng/raton/dia de
rIL-12 en PBS durante un periodo de 14 dias. Una sensibilizacion secundaria consistio en la inyeccion IP de 10°
células 70Z/3-L 70 dias después de la sensibilizacién primaria, llevada a cabo en la forma que se acaba de describir.
Para los tratamientos con rlL-12 retardados los ratones recibieron una inyeccion IP de 10 células 70Z/3-L en 100-
200 pL de PBS el dia 0. Después de eso los grupos de 4 o 5 ratones recibieron 14 inyecciones IP sucesivas de rlL-
12 de 20 ng/ratdn/dia pero el comienzo de estas inyecciones se retrasoé entre 0 y 5 dias. Los animales se controlaron
diariamente para determinar la aparicion de los sintomas tanto durante el periodo de inyecciéon como tras el final de
las inyecciones.

Administracion intraperitoneal de IL-12 producida por células de leucemia.

Se produjeron celulas secretoras de interleuquina-12 como se ha descrito anteriormente. A los ratones se les
inyectaron IP 10° células transducidas o una mezcla de las células transducidas y no sometidas a tratamlento previo
en diversas propormones en 100-200 yL de PBS. Un desafio secundario consistié en la inyeccion IP de 10° células
70Z/3-L 0 10° células L1210 mas de 110 dias después de la sensibilizaciéon primaria llevada a cabo de la manera
recién descrita. Los animales se controlaron diariamente para determinar la aparicién de los sintomas después de la
inyeccion.

Sensibilizacion en animales que experimentan agotamiento.

Los ratones experimentan un agotamiento de células CD4", CD8" o ambos subconjuntos de células T asi como de
células NK e IFN-y utilizando anticuerpos especificos. El hibridoma GK1.5 se dirige contra células T CD4", YTS169
contra células T CD8", HB170 (R4-6A2) contra IFN-y y el hibridoma HB9419 se utilizé para producir un anticuerpo de
control de isotipo. Todos los hibridomas se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas,
VA, EE.UU.). Las lineas se cultivaron en 2,5 litros de IMDM completo u OptiMEM en bolsas de cultivo Lifecell
(Lifecell Tissue Culture, Baxter Corporation, Concord, Ontario, Canada) en una atmoésfera humidificada a 37°C y 5%
de CO; hasta que un recuento de células vivas (con exclusion de azul de tripano) reveld 30% de células muertas en
el cultivo. A continuacién, el medio se centrifugd y se filtr6 para eliminar las células y restos celulares. Los
anticuerpos se purificaron a partir del medio utilizando una columna de afinidad de esferas de sefarosa
empaquetadas (GammaBind G, Amersham Biosciences Corp, Piscataway, NJ, EE.UU.) y se concentraron con
columnas Centriprep YM-30 (Millipore, Billerica, Massachusetts, EE.UU.) antes de la didlisis en PBS. Las células NK
se agotaron utilizando un anticuerpo anti-asialoGM1 producido por Wako Bioproducts (Richmond, VA). La IgG de
conejo (Sigma-Aldrich) se utiliz6 como control para el anticuerpo anti-asialoGM1. El subconjunto de células T y los
anticuerpos IFN-gamma se inyectaron los dias -1, 3, 7, 10 y 14. Las dosis utilizadas fueron 1 mg de anticuerpo el dia
-1 y 500 pg para las inyecciones restantes. El anticuerpo para el agotamiento de la célula NK se inyecté los dias -1,
4, 9 y 14 utilizando la dilucién recomendada [32]. Los anticuerpos de control de isotipo se inyectaron siguiendo la
misma dosis y programa que sus correspondientes anticuerpos de agotamiento. El potencial de agotamiento de los
anticuerpos se demostré in vivo antes de su uso en los experimentos de los autores de la presente invencién
mediante la inyeccién a ratones de un intervalo de concentraciones y, posteriormente, mediante el examen de los
tejidos por citometria de flujo para cuantificar los subgrupos celulares, o el examen del suero para determinar la
presencia de citoquinas mediante ELISA. Este experimento se realizé6 dos veces para someter a ensayo ambos
sistemas modelo. En cada caso, las células se |nyectaron el dia 0: o bien 10° células 70Z/3-L seguido de 14
inyecciones diarias de rlL-12 (10 o 20 ng/ratén/dia) o bien 10° células transducidas con el vector 70Z/3-L de la linea
clonal LV12.2. Los controles incluyeron ratones a los que se habian inyectado 70Z/3-L solas y ratones a los que se
habia inyectado PBS solo de acuerdo con el programa de inyecciones apropiado.

Anadlisis con esferas para determinar los niveles de citoquinas en el suero.

A los ratones se les inyectaron IP el dia 0 10 células 70Z/3-L en 100 pyL de PBS y se trataron diariamente con
preparaciones de 100 uL de PBS solo o que contenia dosis bajas de rIL-12 (10 o 20 ng/ratén/dia) durante 14 dias.
Los grupos de control incluian ratones que recibieron inyecciones diarias durante 14 dias de PBS en ausencia de
células 70Z/3-L y rIL-12, y un grupo que se dejé enteramente sin tratar. Alternativamente, para el experimento de
terapia con IL-12 mediada por células de leucemia, a los ratones se les inyectaron el dia 0 10° células 70Z/3-L en
100 pL de PBS que contenia diversas proporciones de la linea celular LV12.2 transducida con el vector 70Z/3-L
(0,5%, 1% y 10%). Los grupos control incluian ratones a los que se habian inyectado células 70Z/3-L solas o PBS
solo. Se recogi6 el suero no-terminal de todos los grupos los dias 7, 10 y 20 antes de su inyeccion diaria mediante
puncién de la vena safena como se describié anteriormente. Todos los ratones del grupo que recibié las células
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70Z/3-L solas en el modelo de terapia con IL-12 producida por células de leucemia habian perecido el dia 20, de
manera que el suero no se recogié de este grupo. Las muestras de suero se diluyeron 1/5 y se tifieron de acuerdo
con el protocolo proporcionado con el Inflammation Cytometric Bead Array Kit (BD, San Diego, CA, EE.UU.). Se
prepararon patrones por triplicado a partir de diluciones independientes y la citometria de flujo se realiz6 utilizando
un FACScan (Becton Dickinson, Oakville, ON). La adquisicidon se realizé utilizando el soporte l6gico CellQuest
version 3.1.

Transferencia Southern para determinar el nimero de copias del gen.

El nimero de copias del gen mulL-12 de clones 70Z3-L transducidos con el vector se determind mediante
transferencia Southern como se ha descrito antes®. Brevemente, 5 ug de ADN genomico extraido de las células
70Z3-L transducidas con el vector de control o no sometidas a tratamiento previo se trataron con EcoRI y con Hindlll
(New England Biolabs) y se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8%. A continuacion, el gel de
agarosa se lavo y se transfiri6 a una membrana de nailon cargada positivamente (Bio-Rad)®>. Un fragmento de 746
pb que contenia la secuencia WPRE de LV-mulL-12 que se debia utilizar como la sonda de hibridacién se amplificd
mediante PCR (Cebador directo; 5'-tgctccttttacgctatgtgg-3', Cebador inverso; 5'-tcgttgggagtgaattagcc-3') empleando
el kit PCR DIG Probe Synthesis (Roche). La hibridacion de Southern se realizé utilizando el kit DIG Luminescent
Detection (Roche), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las diluciones seriadas del plasmido LV-mulL-12
(véase mas arriba) en el ADN gendmico de ratdn se utilizaron como patrones de WPRE. Los resultados se
analizaron mediante el soporte légico de obtencion de imagenes NIH y se presentaron como copias/genoma.

RESULTADOS
La administracion intraperitoneal de rIL-12 protege a los ratones sensibilizados con 70Z/3-L.

La interleuquina-12 es conocida por ser un potente modulador de la respuesta inmunitaria atribuida a una serie de
efectos anti-leucemia, incluyendo, pero sin limitarse a, la eliminacién de la leucemia especifica de antigenos
mediada por células T. Esta molécula ha sido aprobada para uso clinico, pero los programas de suministro éptimos
aun no se han definido. En un intento de alterar el curso de la leucemia 70Z/3-L, los autores de la presente invencion
empezaron sometiendo a ensayo el efecto de la administracion IP de rIL-12 en presencia morbilidad después de la
inyeccion IP de 106 células 70Z/3-L. Se sometieron a ensayo dosis de 0,1-20 ng/ratén/dia durante 14 dias, que son
al menos 20 veces inferiores a la dosis maxima tolerada en ratones. En la Figura 1a, los autores de la presente
invencion muestran que dosis superiores a 10 ng eran suficientes para mejorar significativamente la supervivencia
de los animales (p = 0,002).

La administracion intraperitoneal de riL-12 conduce a inmunidad protectora a largo plazo contra la leucemia
70Z/3-L.

Los siguiente en abordar es si los resultados observados anteriormente eran debidos Unicamente a los efectos
agudos de rlL-12 administrada IP sobre las respuestas innatas o para la inducciéon de una respuesta inmunitaria
adaptativa a largo plazo en los ratones. Para lograr esto, los ratones recibieron inyecciones ip de 10° células 70Z/3-
L, se trataron durante 14 dias con 20 ng/ratén/dia de rlL-12, posteriormente se sensibilizaron 70 dias mas tarde con
una inyeccion IP de 10° células 70Z/3-L y se controlaron para determinar la aparicion de los sintomas. Se incluyé un
grupo de ratones no sometidos a tratamiento previo para el control de la eficacia de las células para causar la
enfermedad. La Figura 1 bii muestra que todos los animales tratados en primer lugar con la administracion IP de rlL-
12 (Figura 1bi) sobrevivieron a una sensibilizacién secundaria con células 70Z/3-L en ausencia de terapia adicional
con IL-12. Asi, la administracion IP de rIL-12 no solo protegié contra la sensibilizacion primaria con 70Z/3-L, sino
también establecié memoria inmunitaria protectora a largo plazo.

La administracion intraperitoneal de rIL-12 protege a los animales con leucemia 70Z/3-L preestablecida.

Para determinar si la administracion IP de rlL-12 puede dar lugar a la eliminacién de la leucemia, asi como a la
proteccion contra el desarrollo de una neoplasia, se retrasé el comienzo del tratamiento para permitir la diseminacion
de la enfermedad. Estos 4 experimentos se llevaron a cabo a partir de 10° células 70Z/3-L inyectadas |IP debido a su
rapido crecimiento. Esta dosis es aun letal para 100% de los ratones en el plazo de aproximadamente 20 dias. El
comienzo de la administracion de rIL-12 se retrasé de 0 a 5 dias y continué durante 14 dias después de la primera
inyeccion. Los autores de la presente invencion han encontrado que el inicio de la terapia con rlL-12 podria
retrasarse 5 dias y aun asi lograr una proteccion significativa contra la leucemia (Figura 1c). Las diferencias entre las
curvas de supervivencia de los seis grupos de tratamiento no son estadisticamente significativas y no se sometieron
a ensayo retrasos mas largos.

Las células T CD4" y CD8" son requeridas para el rechazo mediado por riL-12 de células 70Z/3-L después de
la administracion IP.
Se utilizaron anticuerpos de agotamiento para determinar qué tipos celulares median el rechazo inducido por rlL-12
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de la leucemia 70Z/3-L después de la administracion IP. La Figura 1d muestra que las células T tanto CD4" como
CD8" son importantes puesto que el agotamiento de cualquier poblacién elimina la proteccién inmunoldgica en todos
los animales. La supervivencia media fue de 14 dias para los ratones con agotamiento de células T CD8", 23 dias
para los ratones con agotamiento de células T CD4" y 13 dias para los ratones con agotamiento de ambos
subconjuntos de células T. Las tres curvas no son estadisticamente diferentes entre si. Se incluyeron anticuerpos
neutralizadores contra el IFN-y para examinar su papel en la respuesta de rechazo. Este anul6é los efectos
protectores de rlL-12 administrada IP, demostrando que el IFN-y juega un papel esencial en el rechazo de la
leucemia. Aunque se ha demostrado la importancia de las células NK en otros modelos de terapia con IL-12 [33, 34]
no se observaron cambios en el rechazo de la leucemia 70Z/3-L cuando tuvo lugar un agotamiento de células NK en
esta modalidad de tratamiento (Figura 1d).

Generacion de células de leucemia que secretan IL-12 mediante la aplicacién de la transduccion lentiviral.

A la luz de estos resultados, se exploré la opcion de desarrollar un enfoque mediado por células de leucemia para el
suministro de tratamiento con IL-12. La Figura 2a muestra la construccion lentiviral con un transgén de fusion de IL-
12 bajo el control del promotor EF-1a que fue generado. Después de la transducciéon de las células 70Z3-L con una
MOI aproximada de 20, los clones de células individuales se obtuvieron como se describe en Materiales y Métodos.
Los sobrenadantes de estas lineas celulares clonales se sometieron a ensayo para determinar la produccion de IL-
12. El intervalo de secrecion a partir de clones seleccionados variaba de aproximadamente 250 a 91.000 pg/mL/106
células/2hrs y estos niveles se mantuvieron estables a lo largo del tiempo como se muestra en la Figura 2b. Ademas,
los diferentes niveles de IL-12 medidos no parecian dependientes de la cinética de crecimiento celular, ni de la
supervivencia, ya que las propiedades de crecimiento in vifro de los clones transducidos por el vector fueron
similares tal como se mide por la incorporacion de timidina y la inspeccion visual. El analisis de Transferencia
Southern demostré que ningun clon tenia mas de 7 eventos de integracion proviral.

Sélo se requiere una pequeifa proporcion de células 70Z/3-L transducidas con el vector productoras de IL-12
para conferir inmunidad.

El que la produccion de IL-12 por células 70Z/3-L transdumdas por el vector provocara una respuesta inmunitaria
protectora se determind mediante la inyeccion de 10° células de cada uno de 12 clones, que abarca una amplio
intervalo de niveles de secremon a la cavidad abdominal de ratones BDF1. Los tres clones de menor producciéon
(intervalo: 200-1.000 pg/mL/10° células/2hrs) fracasaron para provocar una respuesta inmunitaria y de los ratones a
los que se habian |nyectado estas células progresaron hacia la muerte. En contraste, todos los ratones a los que se
habian inyectado 10° células de los diez clones de mayor produccion (intervalo: de 1500 - 40000 pg/mL/10°
células/2hrs) sobrevivieron (Figura 3). Hasta la fecha, la mayoria de los ratones incluidos en este estudio han
sobrevivido mas alla de 2 afios después de la inyeccion.

Un clon transducido con 70Z/3-L, LV12.1 que produce aproximadamente 21.500 pg/mL/106 células/2 horas, se
mezcld con las células 70Z/3-L no sometidas a tratamiento previo para determinar si la inclusién de células
transducidas con el vector que producian IL-12 daria como resultado también la eliminacién de las células no
productoras. Tan poco como 2% de las células transducidas con el vector fue suficiente para conferir una proteccion
completa (Figura 4a). Para examinar adicionalmente la eficacia de proporciones productoras/no productoras, se
seleccionaron otros dos clones transducidos con 70Z/3-L que diferian en Ia produccion de IL-12 en 10 veces (clon
LV12.3: 2.000 pg/mL/10° células/2 horas vs. clon LV12.2: 20.000 pg/mL/10° células/2 horas). En este caso, tan poco
como 0,5% (es decir, 5.000 células LV12.2 en 10° células totales) del clon de mas alta produccion era suficiente para
conferir proteccion al 80% de Ios ratones, pero 0,1% no protegid a ningun raton. Sin embargo, incluso 10% (es decir,
100.000 células LV12.3 en 10° células totales) del clon de menor produccion fue insuficiente para proteger, lo que
indica que se requiere un umbral de produccién de IL-12 por célula transducida con el vector para provocar una
respuesta inmunitaria eficaz (Figura 4b).

La terapia con IL-12 mediada por células de la leucemia conduce a la inmunidad protectora especifica a largo
plazo contra la leucemia 70Z/3-L.

Mas de 110 dias después de la inyeccion IP con 10° células LV12.2, los ratones se sensibilizaron con 10° células de
la linea parental de leucemia 70Z/3-L o de otra leucemia de células B bien caracterizada, L1210, y controlaron para
determinar la aparicion de los sintomas. Se incluyeron grupos de ratones no tratados previamente para el control de
la eficacia de las células tanto 70Z/3 como L1210 para causar la enfermedad. La Figura 5 muestra que todos los
animales que sobreviven al ataque inicial con LV12.2 eran inmunes a la sensibilizacion subsiguiente con 70Z/3-L,
pero no con L1210. Por lo tanto, la terapia con IL-12 mediada por células conduce a inmunidad protectora especifica
a largo plazo.

Se requieren principalmente células T CD4" para el rechazo mediado por células de leucemia de células
70Z/3-L.
Se utilizaron anticuerpos de agotamiento para determinar qué tipos celulares median el rechazo inducido por IL-12
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de la leucemia 70Z/3. La Figura 6 muestra que el subconjunto de células T CD4" tiene importancia primordial a
diferencia del modelo terapia con rlL-12 administrado IP anteriormente. La supervivencia media de los ratones
sensibilizados con leucemia fue de 37 dias para los animales con agotamiento de células T CD4" y de 18 dias para
aquellos con agotamiento de ambos subconjuntos de células T. Las curvas son estadisticamente diferentes (p =
0,003), lo que sugiere un papel importante para las células T CD8", pero sélo en ausencia de células T CD4". El
subconjunto de células T CD8" por si solo no es suficiente para conferir proteccion. Ademas, la neutralizacion de
IFN-y no disminuy®é el efecto protector como se ha visto con la terapia con rlL-12 administrada IP (Figura 6). Este fue
un resultado sorprendente y llevd los autores de la presente invencidon a preguntarse adicionalmente sobre la
regulacion de IFN-y y varias otras citoquinas inflamatorias en cada modelo.

Regulacion de citoquinas in vivo.

La interleuquina-12 induce la secrecion de otras citoquinas que pueden tener efectos agonisticos, antagénicos o
sinérgicos y pueden influir en la respuesta inmunitaria especifica que se inicia [6-8, 18, 35-38]. Por consiguiente, era
importante para medir la regulaciéon de algunas de estas citoquinas in vivo para comprender mejor como se lleva a
cabo el rechazo de la leucemia y arrojar alguna luz sobre los resultados de los experimentos de neutralizacién de los
autores de la presente invencion. Para este fin se empled una técnica citometria de flujo que detecta un panel de
citoquinas |nflamator|as incluyendo IL-12 p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-10 € IL-6 en el suero. Los ratones recibieron
inyeccién IP de 10° células 70Z3-L el dia O e inyecciones IP diarias de 10 0 20 ng de rlL-12/ratén/dia durante 14
dias. Las muestras de suero se recogieron los dias 7, 10 y 20. Alternativamente, los ratones fueron sensibilizados
con una inyeccion IP de 10° células 70Z3-L el dia 0 enriquecidas con diferentes proporciones (0,5%, 1% y 10%) de
células transducidas con el vector y las muestras de suero se recogieron de acuerdo con el mismo programa como
se describié anteriormente. Los resultados de estos dos analisis se muestran en la Figura 7.

Los niveles de IL-10 inducida el dia 20 son significativamente mas altos después de la terapia mediada por células
de leucemia en comparacion con administrado IP terapia rlL-12 (p <0,0017), pero no son significativamente
diferentes entre los grupos tratados con IL-12 y de control para cualquier modo suministro en cualquier punto
temporal. Del mismo modo, los niveles de IFN-y y TNF-a son significativamente superiores en respuesta a IL-12
secretada a partir de células transducidas con el vector (p <0,0015 y 0,0110 respectivamente). Cabe destacar, sin
embargo, que los grupos de tratamiento mediado por células de leucemia muestran niveles significativamente mas
altos de IFN-y que los grupos de control el dia 7 (p = 0,0007) pero se resuelven a nivel basal en torno al dia 20.

DISCUSION

Los autores de la presente invencion demuestran que la terapia con rIL-12 de dosis baja administrada IP puede
provocar una respuesta inmunitaria protectora en ratones portadores de leucemia y que un enfoque eficaz para
suministrar IL-12 es a través de las propias células de leucemia. Se necesitan sorprendentemente pocas células de
leucemia transducidas para lograr una protecciéon siembre que se produzca una cantidad suficiente de IL-12 por
célula, y que la proteccion se logre de una manera distinta de la de la terapia con rlL-12 administrada IP.

Dado el papel clave que la IL-12 juega en el comienzo de las respuestas inmunitarias eficaces en diversos modelos
de leucemia, se volvié a examinar la posibilidad de la terapia con citoquinas utilizando un modelo murino de LLA.
Anteriormente se habia encontrado que las células 70Z/3-L conducen a la rapida muerte de los ratones a los que se
habia inyectado tan pocas como 10° células. En contraste, se establecieron las variantes de esta linea que son
reconocidas por el S|stema inmunitario y posteriormente rechazadas. La mezcla de tan sélo 10° de estas variantes
no leucémicas con 10° células 70Z/3-L dieron como resultado el rechazo completo de todas las células 70Z/3 [39]. Si
bien todavia no se ha determinado por qué estas variantes son reconocidas por el sistema inmunitario, estos
experimentos revelaron que las células 70Z/3-L pueden ser rechazadas si el sistema inmunitario puede ser
modulado apropiadamente; haciendo este sistema experimental susceptible al estudio de la actividad anti-leucemia
inducida por IL-12.

Las terapias basadas en interleuquina-12 no se han convertido en los tratamientos contra el cancer de primera linea,
en parte, porque los estudios a menudo informan sobre bajas tasas de respuesta entre los pacientes [6-8]. Los
malos resultados asociados con el tratamiento con IL-12 en estos estudios clinicos pueden ser explicados por la
respuesta fisiologica a IL-12 inducida por IFN-y. Por ejemplo, se ha demostrado que altos niveles de IL-12, y en
consecuencia de IFN-y, inducen IL-10 y conducen a la modulaciéon negativa de la capacidad de respuesta de IL-12
en el anfitrién [6]. Sin embargo, Gollob et al. informan de que la activacion inmunitaria crénica similar a T auxiliar de
tipo 1 que implica la produccién de IFN-y es necesaria para los efectos antitumorales inducidos por rhiL-12 [18].

Grupos anteriores han demostrado que la administracion de IL-12 a dosis significativamente inferiores a la dosis
maxima tolerada puede evitar la induccion de mecanismos antagénicos [20]. Los autores de la presente invencion
demostraron que la administracion IP de una dosis tan baja como 10-20 ng de rlL-12 al dia durante 14 dias,
equivalente a 500-1.000 ng/kg, es suficiente para aumentar significativamente la supervivencia de los ratones a los
que se habia inyectado 70Z/3-L. Esta dosis es eficaz contra una carga de leucemia establecida y el rechazo
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conduce a la memoria inmunoldgica a largo plazo de una manera dependiente de las células T.

Se investigaron otras estrategias para el suministro de IL-12. Las células 70Z/3-L puede ser faciimente transducidas
con la construccion lentiviral novedosa de los autores de la presente invencion. Diferentes clones transducidos con
el vector producen diversas cantidades de IL-12. Esto parece ser un rasgo estable puesto que los autores de la
presente invenciéon han medido niveles similares de IL-12 secretada para cada clon en 2-5 ocasiones
independientes. Se determind el nimero de copias del vector en estos clones, pero esto por si solo no explica los
niveles de secrecion variables, ni su tasa de proliferacion. Una explicacion posible, sin embargo, es que la secrecion
variable es un resultado de diferentes sitios de integracion y el efecto de diferentes genes que controlan la
regulacion de transgenes.

El establecimiento de clones que producen diferentes niveles de IL-12 ha permitido examen de la relacién entre la
produccion de IL-12 y la proporcion de células 70Z/3-L transducidas con el vector IL-12" vs. IL-12" no sometidas a
tratamiento previo necesarias para la activacién inmunitaria. Hasta la fecha, este aspecto potencialmente critico de la
terapia con citoquinas mediada por células no se ha examinado a fondo. Una proporcion muy pequefia de células
70Z/3-L transducidas con el vector que producen IL-12 es suficiente para desencadenar una respuesta inmunitaria
protectora. Para un clon, LV12.2, fueron suficientes 5.000 de tales células transducidas con el vector (pero no 1.000)
para salvar 80% de los ratones a los que se habian inyectado 10° células 70Z/3-L. Este resultado podria indicar que
se requiere un numero critico de "éxitos" o una cantidad suficiente de IL-12 para desencadenar una respuesta
inmunitaria. Una interpretacion razonable de "éxito" podria ser un encuentro entre una célula 70Z/3-L transducida
con el vector productora de IL-12 y una APC adecuada, tal como una DC. La explicacion alternativa propuesta es
que estas 5.000 células transducidas con el vector simplemente proporcionan una cantidad suficiente de IL-12 al
sistema para desencadenar una respuesta inmunitaria de una manera mas directa. Para determinar cual de estas
explicaciones es correcta, se empled un clon diferente, LV12.3, que produce 10 veces menos IL-12 por célula. Los
numeros titulados de células transducidas con el vector se inyectaron junto con las 10° células 70Z/3-L no sometidas
a tratamiento previo. Incluso 100.000 de estas células transducidas con el vector fracasaron para conferir proteccion.
Esto representa veinte veces mas células y dos veces la IL-12 potencial liberada al sistema. En conjunto, estos
resultados sugieren que es el numero de "éxitos" lo que importa en lugar de la cantidad absoluta de IL-12, pero para
calificarla como un "éxito", la célula 70Z/3-L transducida con el vector debe producir IL-12 por encima de un cierto
umbral.

Estos resultados tienen implicaciones importantes para el disefio de pruebas clinicas y pueden explicar, al menos
parte de las diferencias observadas entre los estudios murinos, en los que la IL-12 puede iniciar una respuesta
inmunitaria curativa, y los estudios en seres humanos, en los que la respuesta inmunitaria es modesta y la
supervivencia del paciente no resulta normalmente afectada. Los protocolos utilizados en los estudios en ratén
implican por lo general la seleccion de clones que secretan niveles relativamente elevados de IL-12 y con frecuencia
la preparacion administrada se compone de 100% de células cancerosas que secretan IL-12. En contraste, los
estudios en seres humanos se basan generalmente en poblaciones recién obtenidas de células cancerosas que son
dificiles de clonar. Por lo tanto se transducen poblaciones masivas de células y se miden cantidades promedio de IL-
12 producida por estas poblaciones. En los casos referidos hasta la fecha, estas cantidades medias estan muy por
debajo de la que se pronostica que es necesaria para provocar una inmunidad protectora y no hay informacion sobre
la distribucién de los niveles de produccién dentro de estas poblaciones.

La actividad anti-leucemia inducida por IL-12 en los dos modelos de los autores de la presente invencién es
dependiente de células T, pero los subconjuntos que son criticos difieren dependiendo del modo de suministro de IL-
12. El papel del IFN-y también parecia ser diferente, impulsando a los autores de la presente invencién a considerar
su regulacion in vivo junto con algunas otras citoquinas inflamatorias. Esto se llevé a cabo utilizando un analisis de
esferas de citoquinas basado en citometria de flujo. La regulacion de IL-10, IFN-y y TNF-a tiene particular interés en
los sistemas modelo de los autores de la presente invencion porque la IL-10 es conocida por ser el antagonista mas
biolégicamente relevante de IL-12 [4], IFN-y puede mediar los efectos de la IL-12 [4, 13] y se requiere una
combinacién de IFN-y y TNF-a para el desarrollo de los CTL CD4'[5].

El hecho de que la produccion de IL-10 no se elevara por encima del fondo en cualquiera de nuestros grupos de
tratamiento sugiere que la cantidad de IL-12 administrada fue suficientemente baja como para evitar la induccion de
moléculas antagonicas y la amortiguacion del efecto bioldégico. Los niveles medidos de IFN-y fueron
significativamente mayores en los grupos tratados que recibieron IL-12 producida por células de leucemia en
comparacion con controles del dia 7, pero no fueron significativos el 10 y regresaron a los valores iniciales el dia 20.
Ademas, la produccion de IFN-y fue significativamente mayor en el modelo mediado por células de leucemia en
general. A la luz de estos resultados, es probable que el experimento de neutralizaciéon de la terapia con IL-12
mediada por células de leucemia no demostrara un papel critico para el IFN-y, simplemente debido a que el
anticuerpo neutralizador fue superado por los niveles producidos. Existe una extensa bibliografia que describe como
IL-12 conduce al aumento de la maduracion de las CD, la produccion de IFN-y y la presentacion de antigenos mas
eficaz por la regulacion al alza dependiente de IFN-y de MHC-II y la expresion de moléculas co-estimuladoras. Los
linfocitos T auxiliares son impulsados por IFN-y a diferenciarse con un perfil funcional de tipo-1 y, posteriormente, la

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 654 303 T3

promueven la fuerte respuesta de CTL CD8" que los autores de la presente invencion han observado con la terapia
con rlL-12 administrada IP. Sin embargo, también existe una bibliografia que describe un papel para los CTL CD4"
en modelos de infeccion [5, 40, 41] y mas recientemente en la inmunologia tumoral [42-46]. Es posible que un
ambiente rico en IFN-y y TNF-a resultante de la terapia mediada por células de leucemia condujera al desarrollo de
una poblacién CD4" efectora. Esto podria explicar la importancia diferencial de los subconjuntos de células T en los
dos modelos de los autores de la presente invencion y explicar los distintos resultados de los experimentos de
neutralizacion. La idea central de la investigacion de la vacunacion tumoral se ha centrado tradicionalmente en el
direccionamiento de los CTL CD8", que requieren la estimulacién por una poblacién de células T CD4" auxiliares,
para afectar la eliminacién del tumor, pero la respuesta clinica ha sido limitada. Las células efectoras CD4" de
direccionamiento directo pueden ser importantes para lograr una respuesta anti-tumoral mas robusta.

A pesar de los efectos beneficiosos de IFN-y que han destacado anteriormente los autores de la presente invencion,
una amortiguacion de la respuesta con la administracion repetida es todavia un asunto importante en modelos de
terapia con IL-12. Un atributo importante del modelo mediado por células de leucemia de los autores de la presente
invencion es que se inicia una respuesta inmunitaria suficiente y la leucemia se elimina pero la sefial es autolimitante
porque la fuente de IL-12 en el sistema son las células cancerosas que son, por si mismas, el objetivo de la terapia.
A medida que son rechazadas las células de leucemia, se reduce la fuente y los niveles de IFN-gamma regresan al
valor inicial sin un aumento significativo en la molécula antagénica de IL-10.

La IL-12, administrada a dosis por debajo del nivel que conduce a la induccién de mecanismos antagonicos, es
suficiente para poner en marcha una respuesta inmunitaria protectora contra las células de LLA 70Z/3-L y la
eliminacién completa de la leucemia. EI modo de suministro de IL-12 puede tener un profundo impacto en la
naturaleza de la respuesta inmunitaria que se monta y demuestra un papel critico para las células CD4" del modelo
de los autores de la presente invencién mediado por células de leucemia que aparentemente no existe en el modelo
de administracion IP de los autores de la presente invencién. Aunque estudios previos se han ocupado de los
efectos secundarios contraproducentes que resultan de niveles elevados de IFN-y inducido por IL-12, se han
demostrado varios papeles criticos y beneficioso para esta citoquina. Ademas, en el modelo de los autores de la
presente invencion, no se observé una amortiguacion potencialmente problematica de la respuesta inmunitaria,
posiblemente debido a la naturaleza autolimitante del enfoque de la terapia mediada por células de leucemia
empleado.

Este trabajo en un modelo murino de LLA utilizando un LV construido de manera que modifica genéticamente la
expresion de IL-12 murina ha demostrado que los animales pueden ser completamente protegidos de la muerte
inducida por leucemia cuando son producidos ciertos niveles de IL-12 por las células trasplantadas.

Ejemplo 2
Leucemia mieloide aguda
Las siguientes lineas de leucemia mieloide se transdujeron con la construccion de I1L-12 de LV murino.

Se construyd y caracterizé un vector lentiviral, (pPHR-cPPT-EF1-mulL-12-WPRE) que modifica genéticamente la
expresion de la interleuquina-12 murina (mlL-12). El plasmido pORF-mIL12 (IL-12elasti (p35::p40) Mouse (p35::p40))
se modific6 mediante la creacion sitios de enzimas de restriccion EcoRl y BamHI, aguas arriba y aguas abajo del
gen mulL-12, respectivamente, utilizando un QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA).
A continuacion, esta construccion resultante se digirio con EcoRI/BamHI (New England Biolabs). EI ADNc de IL-12
murino se purificé después de la electroforesis en un gel de agarosa al 1%, y a continuacion se subclon6 en la
cadena principal de LV de pHR' aguas abajo del promotor del factor de elongacion 1a (EF1). Los clones plasmidicos
positivos para PHR-cPPT-EF1-mulL-12-WPRE (es decir LV-mulL-12) se identificaron mediante analisis de digestion
con enzimas de restriccion de diagnoéstico y posterior secuenciacion de ADN (Innobiotech, Toronto, ON, Canada).

El lentivirus fue producido mediante la transfeccion de células 293T con los plasmidos pCMVARS8.91, pMDG vy
cualquier lentivector enGFP de control (PHR-Cppt-'EF-GW-SIN). Los sobrenadantes virales se recogieron a las 48
horas después de la transfeccion, se filtraron y se concentraron por ultracentrifugacion. El virus concentrado se
diluyé seriadamente y se evalud la eficacia de la produccioén viral mediante la deteccion del antigeno p24 mediante
ELISA.

Para determinar la eficacia de transduccién del lentivirus mIL-12 murino se infectaron lineas de leucemia mieloide
murina MMB3.19 y C1498 (1 millén de células/mL) in vitro con mIL-12 o lentivirus enGFP a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 1. Las células infectadas se mantuvieron a 37°C y los medios se cambiaron 24 horas después del
cultivo. El sobrenadante se recogio 48 horas mas tarde y los niveles de IL-12 se midieron mediante ELISA.

Las células transducidas in vitro con el lentivirus que codificaba miIL-12 producen eficientemente altas
concentraciones de IL-12 [~214 ng/mL y 7,5 ng/mL para las células MMB3.19 y C1498, respectivamente). Las
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células MMB3.19-I1L-12 y C1498-IL-12 secretan 214 y 7,5 veces mas IL-12, respectivamente, que las células
transducidas con enGFP. Los resultados se ilustran en el siguiente cuadro y en la Figura 8a.

GFP MIL-12
MMB3.19 0,9 2147
C1498 0,9 7,5

Ejemplo 3
IL-12 humana
l. Construccion del vector lentiviral.

Los vectores lentivirales que expresan el ADNc de IL-12 humana se construyeron mediante un método similar al
descrito para la construccion de IL-12 de ratén. EI ADNc de IL-12 humana se obtuvo como una forma de fusién a
partir InvivoGen (pORF-hIL12 (IL-12elasti(p35::p40)). El marco de lectura abierto del gen se amplificé con los
siguientes cebadores de PCR:. hiIL12 ORF Fwd, 5-TTGGCGCGCCACCATGGGTCACCAGC-3"; y hiL-12 ORF Reyv,
5-TTGGCGCGCCTTAGGAAGCATTCAGATAGCTCATCACTC-3'. El producto de PCR se subcloné a continuacién
en la cadena principal Lentiviral (pHR'-cPPT-EF1a-WPRE) de los autores de la presente invencion. La construccion
se confirmd mediante analisis de digestion con enzimas de restriccion de diagndstico y posterior secuenciacion del
ADN.

Il. Experimento de transfeccion

Para evaluar la construccién pHR'-cPPT-EF1a-hIL12-WPRE, las células 1x10°® 293T fueron transfectadas con la
construccion, el molde de IL-12 humana pORF-hIL12 o el lentivector vacio pHR'-cPPT-EF1a-WPRE. EI
sobrenadante celular se recogio 24 y 48 horas después de la transfeccion. El nivel de hiL-12 se midi6 mediante
ELISA (BD Pharmingen, San Diego, CA) (Cuadro a continuacion de la Figura 8b).

lll. Transduccién a células 293 T

Los lentivirus que portan el marco de lectura abierto de hiL-12 (LV- hIL-12) se produjeron por medio de un método
de triple transfeccion transitoria utilizando pHR-cPPT-EF1a-hIL-12-WPRE y plasmidos accesorios en monocapas
293T con polietilenimina. El sobrenadante de virus se recogié 24 y 48 horas después de la transfeccion. Para
someter a ensayo la capacidad de transduccion de LV-hIL1, las células 293T 1x106 fueron transducidas con el
sobrenadante de virus. El nivel de expresion de hiL-12 en el sobrenadante celular se midié por medio del mismo
analisis ELISA como se mencioné anteriormente (Cuadro a continuacion de la Figura 8b).

IV. Transduccion a células AML.1

Se obtuvo una concentracién de 200 veces de virus LV-hIL12 mediante ultracentrifuga. Para someter a ensayo la
capacidad de transduccion del virus a otras lineas celulares tumorales, se transdujeron 0,5 o 1 millén de células
AML.1 (una linea celular de leucemia aguda) con virus LV-hIL12 concentrado diluido 1/100. El nivel de expresion de
hlL-12 en el sobrenadante celular se midié por medio del mismo andlisis ELISA como se ha mencionado
anteriormente (Figura 8c).

24h 48h
Prom. (pg/mL) |DT Prom. DT
(pg/mL)
LV-hIL12 1010,052 33,145 840,397 24,184
pHR-hIL12 774,131 340,254 933,513 50,522
pORF-hIL12 | 1079,439 62,461 959,165 19,813
vector pHR 0 1,762 0 3,98

Se utilizara LV-hIL12 para transducir otras lineas de células leucémicas humanas y células de cancer primario
derivadas de sujetos con leucemia.

Ejemplo 4
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Leucemia mieloide crénica en seres humanos

La inmunoterapia ofrece un método para mejorar el tratamiento de las leucemias, en particular combinada con otras
modalidades de tratamiento. De hecho, es posible que la Unica terapia potente que invoca el sistema inmunitario sea
eficaz en la erradicacion completa de la leucemia ya que a menudo existe enfermedad residual en pacientes que
estan en remision, que se puede volver a activarse mas tarde. Esto se verifica especialmente para la leucemia
mieloide crénica (LMC), un trastorno clonal que implica al cromosoma Filadelfia, que representa 15% de todas las
leucemias de adultos. Por otro lado, esta progresion de la enfermedad retardada proporciona una ventana de
oportunidad clave para la inmunoterapia. Puesto que la inmunoterapia no depende de la anulacién de las funciones
celulares mediante la interrupcion de la sefializacion o en la intercalacion en el ADN mediante moléculas pequefias,
por ejemplo, también puede ser eficaz en células transformadas que son quiescentes o habitan lugares inaccesibles.
De importancia, la inmunoterapia puede ser una manera eficaz para dirigirse a células madre de cancer verdaderas.
Por ultimo, debido a la naturaleza de circulacién y la vigilancia del sistema inmunitario, la enfermedad metastasica
existente incluso en pacientes con LMC primarias podria ser tratada por medio de este enfoque.

Aproximadamente 4.500 nuevos pacientes son diagnosticados con LMC en América del Norte cada afio. El inicio de
la forma mas frecuente de LMC se asocia con una translocacion reciproca entre los cromosomas 9 y 22 que
conducen a la formacién del oncogén Bcr-Abl. Esto se manifiesta por una rapida expansion de células
hematopoyéticas derivadas de médula 6sea del linaje mieloide. La terapia de primera linea actual implica el
tratamiento de pacientes con LMC con mesilato de imatinib (Gleevec®), un inhibidor de tirosina quinasa de molécula
pequefia del producto de Ber-Abl. Por desgracia, éste no es un tratamiento curativo. De hecho, 4% de los pacientes
con LMC en fase temprana y un total de 50% en etapa avanzada desarrollan resistencia a imatinib debido
principalmente a mutaciones ABL1 (1). Otro tratamiento con imatinib, también es costoso y requiere la ingestion de
toda la vida del farmaco; no se conocen los efectos de la administracién prolongada (o de otros de esta clase).
También es probable que esta estrategia no tenga efecto sobre la célula madre cancerosa, que puede ser
relativamente quiescente y por lo tanto resistente a la modulacién metabodlica. Igualmente, la falta de especificidad
del inhibidor Unicamente para el producto de Bcr-Abl significa que otras tirosina quinasas también pueden verse
afectadas. Como tal, imatinib ha mostrado algunos efectos secundarios graves; un estudio reciente ha demostrado
que los ratones y los pacientes humanos que reciben imatinib demuestran cardiotoxicidad grave (2).

Se ha previsto una amplia gama de estrategias de inmunoterapia. De hecho, se ha sabido durante afios que el
sistema inmunitario es capaz de reconocer y limpiar las células cancerosas en algunos casos y, sin embargo no en
otros. Las citoquinas tienen efectos pleiotropicos sobre el sistema inmunitario. Una citoquina que ha recibido mucha
atencion hacia la mejora de cancer es la interleuquina-12 (IL-12). La IL-12 es heterodimérica y actia aumentando la
presentacion de antigenos por las células dendriticas (DC) e induciendo su maduracion. El concepto basico detras
de la terapia de utilizacién de IL-12 es que alerta al sistema inmunitario a un mayor grado de vigilancia y si esta
atencion puede ser dirigida contra las células cancerosas, la eliminacion por el sistema inmunitario puede ser
posible. La IL-12 ha sido administrada en forma de un bolo sistémico para el tratamiento de leucemias, pero los
resultados clinicos han sido bastante modestos. Esto puede ser debido a las dificultades en el establecimiento de la
dosis apropiada por paciente y a las toxicidades periféricas graves observadas.

Interleuquina-12 (IL-12). La IL-12 es una citoquina heterodimérica con multiples efectos bioldgicos sobre el sistema
inmunitario. Se compone de dos subunidades, p35 y p40, las cuales son necesarias para la secrecion de la forma
activa p70. La IL-12 actua sobre las CD, lo que lleva a un aumento de la maduracion y la presentacion de antigenos,
que puede permitir la iniciacion de una respuesta de células T contra antigenos especificos de tumores. También
impulsa la secrecién de IL-12 por las DC, creando un mecanismo de retroalimentacion positivo para amplificar la
respuesta. Una vez que se inicia una respuesta, IL-12 dirige el sistema inmunitario hacia un perfil de citoquinas Th1,
induciendo a células T CD4" a secretar IFN-y y conduciendo a una respuesta de células T citotéxicas CD8" (3). Sin
embargo, IL-12 es también una fuerte citoquina pro-inflamatoria que conduce a la secrecién de otras citoquinas,
incluyendo TNF-a que, combinado con IFN-y, es un requisito previo para el desarrollo de linfocitos T citotoxicos
CD4" (CTL; ref. 4). Ademas, la IL-12 puede promover la activacion de macréfagos y eosindfilos a través de la
induccion de IFN-y y de otras citoquinas. Esto conduce a la secrecion de IL-12 y a la amplificacion adicional tanto de
las respuestas innatas como adquiridas (3). Sin embargo, altos niveles de IL-12, y en consecuencia de IFN-y,
también se han asociado con la induccién de moléculas antagodnicas tales como IL-10 y el agotamiento de moléculas
de sefializacion aguas abajo de IL-12, tales como STAT4 (3, 5-7).

Lentivirus (LV) y terapia génica. El primer ensayo clinico de terapia génica aprobado fue publicado en 1989.
Desde entonces han recibido hasta la fecha terapia génica >2500 pacientes en todo el mundo.

La seguridad es una alta prioridad. Un sistema vector importante que ha sido el responsable de generar entusiasmo
renovado se basa en los LV. Los LV se obtienen lo mas cominmente a partir de VIH-1 (17). Segmentos sustanciales
del genoma viral se han suprimido y se han afiadido elementos de seguridad adicionales, tales como LTR de auto-
inactivacion (18). Por otra parte, estos vectores se producen ahora en modalidades para reducir la posibilidad de
recombinacién desarrollando lentivirus de replicacion competente (RCL). De hecho, se ha destinado un esfuerzo
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considerable a probar la seguridad y eficacia de esta plataforma; por ejemplo, los LV ofrecen integracion estable
pero con menos insercién en promotores que puede perturbar las funciones celulares que se producen con los onco-
retrovirus. Los LV también permiten la posibilidad de disefiar la expresién concomitante de mas de un gen. Varios de
estas construcciones bicistronicas han sido generadas por los autores de la presente invencion (véase la ref. 19, 20).
Las construcciones de LV comprenden un nuevo sistema de control de suicidio. Esta combinacion
enzima/profarmaco emplea una enzima humana modificada por ingenieria genética para responder a AZT (ref. 21;
véase el Comentario (ref. 22). Este sistema de seguridad ofrece la capacidad de controlar el destino de las células
transducidas y sera practico para su uso en cualquier entorno que implique trasplante de células tumorales, células
madre, y similares.

Las mejoras en la seguridad y la eficiencia de los LV han llevado recientemente a pruebas clinicos. La primera
prueba con LV se completd en 2006 e implicé secuencias de ARN anti-sentido como transgenes que dirigian al VIH
(23). Este estudio se realizd en pacientes con SIDA con altas cargas virales; se observaron algunas reducciones en
estas cargas virales. Mas importante aun, no se encontré RCL entre el vector recombinante y el virus de tipo salvaje
enddgeno. Estos resultados han conducido ahora a al menos otros 6 protocolos de LV que se han iniciado para
indicaciones que incluyen cancer y enfermedades hereditarias. Tales resultados también han dado lugar a un
renacimiento del interés social en la terapia génica que todavia tiene un potencial grande, pero sin explotar para
tratar una variedad de trastornos.

Como los autores de la presente invencion han encontrado, la concentracion localizada de IL-12 en la interfaz de
células tumorales/DC/T puede ser relevante para la regulacion al alza de la respuesta inmunitaria, y no se esta
generando la dosificacion eficaz en ese sitio en los protocolos clinicos.

Las técnicas de transferencia de genes del estado de la técnica (lentivirus; LV) fueron utilizadas para modular
cuantitativamente el perfil expresado de IL-12 por la propia célula tumoral. Los LV son muy eficientes en la
transferencia de forma estable genes a las células.

Los autores de la presente invenciéon han generado un nuevo LV orientado clinicamente que modifica genéticamente
la expresion de IL-12 humana. Los virus han sido producido y los virus y el vector han sido validados en lineas
celulares de cancer humano establecidas cuantificando el titulo y la produccion de IL-12 humana (véase la Figura
8b). Se transduciran células primarias de LMC humanas que produciran diferentes niveles de IL-12 humana. Se
analizaran las células para demostrar que la IL-12 humana producida por las células transducidas es funcional. Se
adaptara un modelo de xenoinjerto pre-clinico para examinar el mantenimiento de las células de LMC transducidas.
Se medira la cinética de la IL-12 humana producida in vivo.

Gleevec es el tratamiento de eleccion; sin embargo los efectos secundarios, la resistencia, la necesidad de una
terapia a largo plazo, y el alto coste estan asociados al uso de Gleevec.

Modelos murinos de LMC. Se sometieron a ensayo dos lineas de LMC establecidas y muestran produccion
diferencial de IL-12 in vitro en las poblaciones transducidas derivadas de estas lineas.

La LMC y la LLA son similares ya que las altas tasas de remisidon en adultos estan seguidas de altas tasas de
recaida. Este curso clinico no sélo proporciona material inicial adecuado para infectar con las construcciones de
vector descritas en la presente memoria sino una justificacion para el tratamiento posterior. Es importante destacar
que, la LMC muestra esta progresion bi/tri-fasica y cierta respuesta inicial a imatinib que permite tiempo para
desarrollar células tumorales de modulacién inmunitaria después de transducciones de vectores.

Los LV ofrecen algunas ventajas reales sobre otros métodos de transferencia de genes que buscan generar lineas
celulares estables que secretan IL-12 para dichas aplicaciones: por ejemplo - la transfeccién con plasmidos es muy
ineficiente y el suministro de genes mediado por adenovirus o AAV no conduce a integracién del vector apreciable,
que proporcionara niveles variables de IL-12 a lo largo del tiempo. Los autores de la presente invencion han
demostrado que las células murinas transducidas expresan de forma estable transgenes ~ 2 afios después de la
infeccion inicial (24).

Sintesis del vector humano. Se generd un LV recombinante que modifica genéticamente la expresion estable de IL-
12 humana. El ADNc para IL-12 humana se obtuvo como una forma de fusiéon de InVivogen (pORF con IL-
12elasti(p40::p35)). Este ADNc se subcloné como antes en la cadena principal de LV de pHR'. Se realizaron
digestiones con enzimas de restriccion de diagnoéstico y secuenciacion de ambas cadenas de ADN para confirmar la
fidelidad de la nueva construccién. Esta primera construccién sera monocistrénica; otras construcciones pueden
emplear la estrategia suicida de los autores de la presente invencion que implica la timidilato quinasa mutada
mencionada anteriormente (21) que afiadiria otra capa de seguridad.

Generacion de poblaciones de vectores de alto titulo. Se generaron y se titularon in vitro provisiones de partida de
alto titulo de viriones recombinantes. Las provisiones de partida de vectores de alto titulo se establecieron por
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ultracentrifugacion de los sobrenadantes recogidos y agrupados después de transfecciones de plasmidos triples de
células 293T como se ha realizado anteriormente (20). El vector sometioé a seudotipificacion con la glicoproteina de
VSV-G que permite infectar una amplia gama de células. Después de obtener titulo suficiente del vector de
suministro de IL-12 humana de pHR', las provisiones de partida de vectores agrupados seran sometidas a ensayo
mediante un analisis 'Directo’ para asegurarse de que no se ha generado RCL. En este analisis, las células 293T
receptoras se infectan una sola vez y a continuacion se cultivan durante varios de pases. Después de 4-6 semanas,
los sobrenadantes de estas células infectadas se recogen y se utilizan para infectar células no sometidas a
tratamiento previo. Estas células se cultivan y a continuacion se someten a ensayo mediante andlisis funcionales y
PCR sobre el ADN gendmico aislado para determinar si el vector se ha transmitido funcionalmente a estas dianas
receptoras secundarias.

Pruebas en células 293T. Se determinara el nivel de IL-12 humana producida en comparaciéon con el nimero de
copias del vector en las células infectadas. En primer lugar, se infectaran células 293T a un intervalo de MOI
modesto de aproximadamente 0,1 a 100. Los sobrenadantes de los agrupamientos de células infectadas, realizados
por triplicado, se examinaran para determinar la producciéon de IL-12 humana mediante ELISA. A continuacion, se
estableceran los clones de células individuales mediante dilucion limitante. Estas lineas celulares se examinaran
para determinar la produccion de IL-12 humana con respecto a las copias de provirus integrado - medida mediante
transferencias Southern. Los controles se componen de células 293T infectadas con un virus LV/eGFP construido
previamente (19). Esta informacion proporcionara informacion referente a las MOI relativas que se deben utilizar y
permite la correlacion de la secrecion de esta forma humana de IL-12 con el nimero de copias relativo del vector. El
uso de esta linea celular estable proporcionara un punto de referencia para la titulacién de todas las preparaciones
virales futuras que se elaboran con la intencién de infectar las células de LMC del paciente, que pueden tener una
considerable variabilidad en las frecuencias de infeccién de muestra a muestra.

Pruebas en LMC humana. En primer lugar, las lineas celulares de LMC establecidas se infectaron a varias MOl y las
poblaciones clonales se evaluaran para determinar la expresion de IL-12 con respecto al nimero de copias del
vector. Se ha demostrado por los autores de la presente invencion que K562 (una linea de LMC) es infectada
facilmente y productivamente con los LV recombinantes (21). Se pueden obtener numerosos clones de cada
agrupamiento y examinar para determinar la copia del vector y la produccion relativa IL-12 humana. La viabilidad
celular de los clones que producen diversos niveles de IL-12 humana a lo largo del tiempo se mide mediante
ensayos de incorporacion de timidina. Las células se cultivaran durante muchas semanas y se compararan con
clones originales congelados inicialmente después de la dilucion limitante para determinar si la produccion de IL-12
humana cambia a lo largo del tiempo. La estabilidad del vector también se medira en estas células mediante analisis
de transferencia Southern repetida. En segundo lugar, se obtuvieron células de LMC humanas primarias a partir de
un minimo de 3-5 donantes de LMC inicialmente para reducir la dependencia de una sola muestra. A continuaciéon
las células se infectaron a 2 o 3 MOI diferentes. Las células de cada donante seran manejadas por separado para
dar informacién sobre la variabilidad que se puede esperar. Como anteriormente, la produccién de IL-12 humana se
midié por ELISA con respecto al nimero de copias del vector.

Se obtuvieron datos pre-clinicos adicionales. A partir de varias lineas clonales K562 y Jurkat transducidas, se
determinara la secuencia de ADNc de IL-12 humana a partir del provirus integrado en el ADN gendémico después de
amplificacion mediante PCR y subclonacion en un plasmido estable. Esto proporcionara informacion sobre la
estabilidad del propio vector y si se producen recombinaciones que pudieran disminuir los niveles de expresion de
proteinas a partir de un niumero de copias del vector dado. Si se observan alteraciones consistentes en una variedad
de clones, tales secuencias podrian ser mutadas para reducir el solapamiento o alterar la estructura secundaria del
ARNm para favorecer el mantenimiento de la fidelidad. Adicionalmente se analizara el sitio de integracion del vector
de poblaciones de células mediante LM-PCR para determinar la clonalidad. También sera importante determinar que
la IL-12 humana secretada por los clones de LMC transducidos es funcional. Para esto, se utilizaran cultivos de DC
primarias humanas para examinar la estimulacion y el aumento de la proliferacion de células T en comparacion con
los controles.

Se determinara si las células de LMC primarias transducidas por el vector que han experimentado la detencién del
crecimiento (por irradiacion de dosis muy alta, por ejemplo) en la preparacion de infusiones clinicas seguras en
pacientes son todavia capaces de secretar niveles similares de IL-12 humana en comparacién con las células de
control. No se esperan diferencias puesto que otras han demostrado expresion estable de GM-CSF y CD40L, por
ejemplo, en células de leucemia del paciente después de la irradiacion (25). Un grupo incluso informé sobre la
expresion transgénica mejorada en células de leucemia después de irradiacion y (26). Ademas, se puede afiadir el
componente de gen suicida mencionado anteriormente, y se evaluara la eficacia de destruccion de las células de
LMC primarias transducidas bicistronicamente que producen IL-12 humana después de la adicién de AZT a las
concentraciones que han utilizado anteriormente los autores de la presente invencion (21).

Ensayo de cultivo de células de LMC in vivo. Las lineas celulares se evallan para determinar el crecimiento in vivo.
Las células se introduciran en ratones NOD/SCID inmunodeficientes y los ratones se examinaran para determinar la
persistencia de las lineas celulares de LMC transducidas y las células de pacientes primarios in vivo en este modelo
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de xenoinjerto. Este modelo muestra el injerto estable de células hematopoyéticas humanas, especialmente cuando
se proporciona un anticuerpo para reducir la actividad de las células NK murinas. El anticuerpo anti-CD122 (24) de
una linea celular de hibridoma se purifica en cantidades de miligramos. El anticuerpo anti-CD122 aumenta el injerto
de células humanas en ratones NOD/SCID. Los ratones NOD/SCID fueron o bien no pre-tratados (n = 3) o bien pre-
tratados con anti-CD122 (200 ug; inyeccion i.p.; n = 3). Veinticuatro horas mas tarde, los ratones se irradiaron (350
cGy; fuente de "3Cs) y se les inyectaron i.v. 7 x 10° células CD34" humanas derivadas de sangre de médula
purificada. A las 7 semanas del trasplante, se recogio la médula 6sea, y el injerto de células humanas se determind
por citometria de flujo utilizando anti-CD45 PE humano. Dos de los tres receptores de control carecian de injerto de
células humana a largo plazo, como se define por 1% eventos CD45". Tanto las células crecimiento detenido y
células transducidas no manipuladas se proporcionaran a diversas dosis a ratones NOD/SCID receptores. La
persistencia de células de LMC transducidas se determinara mediante analisis convencionales que implican
citometria de flujo para los antigenos de superficie de células humanas (tales como CD45/CD71), junto con analisis
de RT-PCR para el LV como se ha realizado para la fusién del oncogen Bcr-Abl (27). Estos estudios seran
importantes para demostrar que las células de LMC comprenden las poblaciones primarias en los animales
xenoinjertados. A su vez, los niveles circulantes de IL-12 humana especifica se determinaran mediante ELISA;
también se mide la produccion de citoquinas secundarias tales como IFN-y.

Cuando el vector bicistronico que modifica genéticamente la expresion del nuevo gen de suicidio, la eficacia de la
destruccién de células transducidas in vivo puede medirse después de la adicion de AZT a los animales - la
dosificacion que esta por debajo del nivel de toxicidad sistémica se describe en (21). Se desarrolla un sistema de
trasplante completamente adaptativo en este modelo de xenoinjerto en donde las células modificadas genéticamente
coincidentes se devuelven a los animales previamente reconstituidos con componentes hematopoyéticos de
pacientes autodlogos. Se determina la dosis 6ptima de IL-12 con respecto a la respuesta inmunitaria. Se evaluan el
efecto de la adicion de otras moléculas co-estimuladoras o citoquinas alternativas que perturban la respuesta
inmunitaria invocada positiva o negativamente. También se evaluan lentivectores que expresan los ARNhc que
regulan negativamente la expresion de genes importantes que pueden efectuar estimulacion tales como IL-10.
También se evalla la contribucién de diferentes poblaciones de las propias células hematopoyéticas utilizando
estudios de agotamiento y de agregacion "add-back" mediados por clasificacion.

Ejemplo 5

Las células de leucemia de 4 donantes de cada grupo (LMC, AML, LLC, LLA) se enriqueceran, seguido de
centrifugacion con Ficoll mediante protocolos establecidos. Inicialmente, para la AML y la LLA los autores de la
presente invencion seleccionaran cuidadosamente a los pacientes con alto nivel de leucocitos (> 60k) y alto recuento
de blastos en cuyo caso los autores de la presente invencion esperan enriquecimientos que superen 95% de pureza.
Para la LMC, se seleccionaran pacientes en crisis blastica para conseguir el mismo resultado. Para la LLC se
lograran linfocitos de LLC maduros de pacientes con recuentos muy altos de leucocitos (>100k) para alcanzar este
enriquecimiento. En cada experimento, la poblacién de células de leucemia se infectara a 3 MOI diferentes utilizando
la construccién LV/hulL-12 de los autores de la presente invencion y un control LV/enGFP. Se esta desarrollando un
analisis de inmunotransferencia ligado a enzimas (ELISPOT) para su uso como una lectura en estos experimentos.
Las lineas murinas estables clonadas producen un intervalo de IL-12 de 200-40000 pg/106/mI/2hrs y sirven para
calibrar el analisis ELISPOT mediante la correlaciéon del tamarfio de punto con niveles de secrecion conocidos a nivel
celular de la sefial. Se creara un conjunto de calibracién similar con lineas celulares establecidas humanas mediante
subclonacion después de la transduccion de LV/hulL12 primaria. El ensayo ELISPOT permitira a los autores de la
presente invencion cuantificar no solo el porcentaje de células de leucemia primarias que expresan IL-12 del vector
IL-12 transducido, sino que también proporcionara una distribucién de los niveles de produccién de IL-12. El andlisis
se desarrollara para producir de forma fiable al menos 10% de las células de leucemia que expresan al menos
20000 pg/10%/ml/2 hr. Las células primarias se congelaran y descongelaran y se volveran a someter a ensayo para
determinar la estabilidad de esta distribucion. Las células primarias también se irradiaran y se volveran a someter a
ensayo para determinar la produccion y distribucion de los niveles de IL-12. Los protocolos clinicos que utilizan estas
poblaciones servirian como vacunas basadas en células autélogas que van a ser utilizadas para prevenir la recaida
en pacientes que logran CR.

Ejemplo 6
Leucemia linfoblastica aguda (LLA)

Del mismo modo que se describe para la LMC, se elaboraran y se someteran a ensayo células de LLA transducidas
con una construccion de IL-12 de LV.

Ensayos en células de LLA humanas. En primer lugar, se infectaran lineas celulares de LLA establecidas a diversas
MOI y se evaluaran las poblaciones clonales para determinar la expresion de IL-12 en relacién con el numero de
copias del vector. Los autores de la presente invencion han demostrado que las células Jurkat (una linea de LLA) se
infectan facilmente y productivamente con LV recombinantes (21). Se obtendran numerosos clones de cada grupo y
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se examinaran para determinar las copias del vector y produccion relativa de IL-12 humana. La viabilidad celular de
clones que producen diversos niveles de IL-12 humana a lo largo del tiempo se medira mediante analisis de
incorporacion de timidina. Las células se cultivaran durante muchas semanas y se compararan con clones originales
congelados inicialmente después de una dilucién limitante para determinar si la produccion de IL-12 humana cambia
con el tiempo. La estabilidad del vector también se medira en estas células mediante analisis repetidos de
transferencia Southern. En segundo lugar, se obtienen células de LLA humana primarias a partir de un minimo de 3-
5 donantes con LLA inicialmente para reducir la dependencia de una sola muestra. Aqui células se infectana 2 0 3
MOI diferentes. Las células de cada donante se manejan por separado para proporcionar informacion sobre la
variabilidad que se puede esperar. Como anteriormente, se medira la produccién de IL-12 humana por medio de
ELISA en relacion con el nimero de copias del vector.

Se obtendran datos pre-clinicos adicionales. A partir de numerosas lineas clonales K562 y Jurkat transducidas, se
determinara la secuencia del ADNc de la IL-12 humana a partir de provirus integrado en el ADN gendémico después
de la amplificacion por PCR y la subclonacién en un plasmido estable. Esto proporcionara informaciéon sobre la
estabilidad del propio vector y si se producen recombinaciones que podria disminuir los niveles de expresion de
proteinas a partir de un nimero de copias del vector dado. Si se observan alteraciones constantes en una variedad
de clones tales secuencias podrian ser mutadas para reducir el solapamiento o alterar la estructura secundaria del
ARNm para favorecer el mantenimiento de la fidelidad. Ademas se analizara el sitio de integracion del vector de
poblaciones de células por medio de LM-PCR para determinar la clonalidad. También sera importante determinar
que la IL-12 humana secretada por los clones de LMC transducidos es funcional. Para esto se utilizaran cultivos de
DC humanas primarias para examinar la estimulacion y el aumento de la proliferacion de células T en comparacion
con los controles.

Se determinara si las células de LLA primarias transducidas con el vector que se han sometido a la detencién del
crecimiento (por irradiacion de dosis muy alta, por ejemplo) en la preparacion de infusiones clinicas seguras en
pacientes son todavia capaces de secretar niveles similares de IL-12 humana en comparaciéon con las células
control. No se esperan diferencias ya que otros han demostrado una expresion estable de GM-CSF y CD40L, por
ejemplo, en células de leucemia del paciente después de la irradiacion (25). Un grupo incluso informé de un
aumento de la expresion del transgén en células de leucemia después de irradiacion y (26). Ademas, el componente
del gen suicida mencionado anteriormente se afiade opcionalmente, y se evaluara la eficacia de destruccion de las
células de LLA primarias transducidas que producen IL-12 humana después de la adiciéon de AZT a concentraciones
que los autores de la presente invencion habian utilizado antes (21).

Administracion de células que expresan IL-12 a un sujeto con LLA

Leucemia linfoblastica aguda: Se estima que 5.200 nuevos pacientes seran diagnosticados de LLA en los Estados
Unidos en 2007 y 1.420 moriran de la enfermedad. La LLA es el mas es el tipo mas comun de leucemia en nifios con
61% de diagnosticos realizados en individuos menores de 20 afios (29). La tasa de supervivencia relativa a 5 afios
global para el periodo de 1996-2003 fue de 64,0%. Hubo un cambio ligeramente positivo en el porcentaje anual
(0,3%) en la incidencia de la LLA durante el periodo de 1985 a 2005 (29).

Las células hematopoyéticas malignas son células precursoras linfoides. Las anomalias citogenéticas se producen
en ~70% de los casos de LLA en adultos, pero no estan asociadas con un solo evento translocacion como en la
LMC. El curso de tratamiento normalizado ha concedido los términos induccién, consolidacion, mantenimiento y
profilaxis del SNC - pero incluso con una terapia intensiva solamente 20-40% de los adultos con LLA se curan con
los regimenes actuales. La terapia para la LLA incluye quimioterapia convencional (vincristina, antraciclina,
ciclofosfamida, L-asparraginasa etc.), terapia de radiaciéon y transplante de médula 6sea. Se han desarrollado
medicamentos mas novedosos incluyendo clofarabina, nelarabina, y dasatinib, pero aqui las respuestas han sido
relativamente modestas y las toxicidades siguen siendo un problema.

El imatinib también se ha utilizado en la LLA positiva para el cromosoma Filadelfia. El imatinib tiene una eficacia
limitada en el tratamiento de la LLA cuando se utiliza como un solo agente, pero varios estudios han demostrado
mejores resultados cuando se combina con la quimioterapia convencional (30). La clofarabina (Clolar®) fue
aprobada en diciembre de 2004 para los pacientes pediatricos con tasas medias de respuesta global de LLA
recurrente o refractaria de 25% (30). La nelarabina (Arranon®) fue aprobada como medicamento huérfano por la
FDA en octubre de 2005 para el tratamiento de la LLA de células T. Se informa de respuestas completas en 54% de
los pacientes con LLA de células T (30). Aproximadamente 700 pacientes con LLA por afio en los Estados Unidos
tienen LLA de células T (30).

Los medicamentos en desarrollo para la LLA incluyen Rituximab en la Fase Ill, AMN107 y 852a ambos en Fase II,
nilotinib (Tasigna®) y AT9283 ambos en fase I/ll y KW-2449 en Fase |. Las terapias basadas en células, tales como
trasplante de células madre no mieloablativo y el trasplante alogénico de sangre del cordén umbilical también se
encuentran en desarrollo. Los medicamentos en pruebas para tipos especificos de LLA incluyen agentes
terapéuticos dirigidos a LLA de células T (T-LLA), tales como alemtuzumab (Campath®), daclizumab y denileuquina
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diftitox (Ontak®) todos en Fase Il y de manera similar, una serie de farmacos para la LMC en pruebas para Ph + LLA
tales como MKO0457 y bortezomib (Velcade®), que estan ambos en Fase Il, SKI-606 en Fase I/l e INNO-406 en
Fase l.

Uso clinico

Se recogen 50 ml de sangre heparanizada de pacientes después del consentimiento informado aprobado por REB.
La sangre se diluye con 110 ml de medio alfa y se divide en alicuotas en tubos de centrifuga cénicos de 50 ml. Se
inyecta Hypaque Ficol bajo la sangre y los tubos se centrifugan a 1600 rpm a 15°C durante 20 minutos. La capa de
células mononucleares se retira y se resuspende en 100 ml de medio alfa con FCS al 5%. Las células se centrifugan
a 1000 rpm durante 10 minutos y luego se resuspenden en 10 ml de medio alfa con FCS al 5%, a continuacion se
cuentan las células y después se congelan para su uso futuro o se distribuyen para nuevos experimentos. Esto
produciria mas de 1x1 0° blastos de la sangre periférica de los pacientes.

Los blastos se recogen a partir del sujeto antes de la quimioterapia cuando se encuentran en un ndmero muy
elevado. Las células o una parte de las mismas se congelan opcionalmente. El paciente se trata con quimioterapia u
otra modalidad adecuada. Después las células se descongelan, si se habian congelado, se infectan con IL-12 de LV
y se analizan para determinar el nivel requerido de expresion (p.gj. el nivel umbral). Las células que satisfacen estos
criterios se irradian opcionalmente, y se reintroducen en el paciente.

Cuando la construccion de vector comprende un componente génico de seguridad, las células opcionalmente no
son irradiadas.

Otras células se infectan opcionalmente antes de la congelacion.
Administracion de células que expresan IL-12 a un sujeto con LMC

Leucemia mieloide crénica: Se estima que 4.570 personas en los EE.UU. seran diagnosticadas de LMC y 490
moriran de esta enfermedad en 2007 (30). Hubo un cambio negativo en la incidencia anual (-2,6%) de la LMC
durante el periodo de 1997 a 2004 (30).

La terapia de primera linea preferida actual implica el tratamiento de pacientes con LMC con el mesilato de imatinib
(Gleevec®). Se ha informado de que 4% de los pacientes con LMC en fase temprana y un total de 50% de los
pacientes con LMC en fase avanzada desarrollan resistencia a imatinib (32). el tratamiento con mesilato de imatinib
también requiere medicacion de por vida; aun no se conocen todos los efectos de la administracion prolongada de
este agente (o otros de esta clase). Gleevec puede causar efectos secundarios graves tales como citopenias,
particularmente anemia, neutropenia y trombocitopenia; insuficiencia cardiaca congestiva grave y disfuncion del
ventriculo izquierdo; hepatotoxicidad grave; hemorragia de grado 3/4 y perforaciones gastrointestinales incluyendo
algunas que son mortales. En esa linea, un estudio reciente ha demostrado que los ratones y los pacientes humanos
que reciben mesilato de imatinib muestran cardiotoxicidad (2); aunque la prevalencia global de este evento
severamente adverso aun no ha sido verificada sistematicamente ni se ha cuantificado con precision.

El dasatinib (Sprycel®) se ha introducido recientemente como una terapia para los pacientes con LMC en los que ha
fracasado el tratamiento con imatinib. El dasatinib también puede producir efectos secundarios graves y en
ocasiones mortales: trombocitopenia, neutropenia, y anemia (grado 3 o 4 segun el NCI CTC); hemorragias graves,
incluyendo fallecimientos se han producido en un porcentaje significativo de pacientes (1-7% dependiendo del sitio
de hemorragia). La mayoria de los episodios de hemorragia se asociaron con trombocitopenia grave. Otros efectos
secundarios incluyen la retencion de liquidos grave y los efectos cardiacos (prolongacion QT) (33).

El nilotinib (Tasigna®) ha sido recientemente aprobado en los Estados Unidos como una nueva terapia contra el
cancer para los pacientes con LMC que son resistentes o intolerantes al tratamiento con imatinib. Al igual que el
dasatinib, el nilotinib puede causar neutropenia y trombocitopenia. El nilotinib también prolonga el intervalo QT y se
ha informado de muertes subitas (34).

Otras opciones de tratamiento para los pacientes con LMC incluyen la quimioterapia citotoxica convencional, el
interferon-alfa, el trasplante de médula 6sea vy el trasplante alogénico de células madre.

Los farmacos en desarrollo para la LMC incluyen Lonafarnib Fase Ill, LBH589 Fase Il/lll, AT9283 Fase I/ll, MK0457
Fase Il, Bortezomib (Velcade) Fase Il, 852A Fase I, SKI-606 Fase I/ll, transplante alogénico de sangre de cordon
umbilical Fase Il, XL228 Fase |, KW-2449 Fase |, INNO-406 Fase | y homoharringtonina (Ceflatonin®), que ha
completado recientemente la Fase /Il ( 35).

Uso clinico
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Se obtienen 50 ml de sangre heparanizada de pacientes después del consiguiente consentimiento aprobado por
REB. La sangre se diluye con 110 ml de medio alfa y se divide en alicuotas en tubos de centrifuga cénicos de 50 ml.
Se inyecta Hypaque Ficol la bajo la sangre y los tubos se centrifugan a 1600 rpm a 15 C durante 20 minutos. La
capa de células mononucleares se retira y se resuspende en 100 ml de medio alfa con FCS al 5%. Las células se
centrifugan a 1000 rpm durante 10 minutos y a continuacion se resuspenden en 10 ml de medio alfa con células en
FCS al 5%, a continuacién se cuentan y después se congelan para su utilizacion en el futuro o se distribuyen para
nuevos experimentos. Esto produciria mas de 1x1 0° blastos de sangre periférica de los pacientes.

Los blastos se recogen del sujeto antes de la quimioterapia cuando su numero es muy elevado. Las células o una
porcién de las mismas se congelan opcionalmente. El paciente es tratado con quimioterapia u otra modalidad
adecuada. Después las células se descongelan si se habian congelado, se infectan con LV IL-12 y se analizan para
determinar el nivel requerido de expresion (p.ej. el nivel umbral). Las células que satisfacen estos criterios se irradian
opcionalmente, y se reintroducen en el paciente.

Cuando la construccién de vector comprende un componente génico de seguridad, las células opcionalmente no se
irradian.

Otras células se infectan opcionalmente antes de la congelacion.

Administracion IL-12 de LV a un paciente con LLC

LLC B-LLC es la leucemia mas comun de los adultos con una expectativa de ~16.500 casos en América del Norte
este afo (Estimaciones basadas en la American Cancer Society e Informes de la Canadian Cancer Society). Se
pueden lograr remisiones con analogos de la purina y terapia de anticuerpo monoclonal sin embargo, la enfermedad
progresa invariablemente. Los trasplantes alogénicos de células madre pueden ser curativos, pero muchos
pacientes no son elegibles para este tratamiento debido a su edad. La observacién de que las respuestas GVL se
producen después de trasplante de células madre confirma que una respuesta inmunitaria anti-leucemia a la LLC es
posible. La progresion lenta de la LLC-B también hace que esta enfermedad sea atractiva para estrategias de
inmunoterapia.

Uso clinico

Se recogen 50 ml de sangre heparanizada de pacientes después del consiguiente consentimiento informado
aprobado por REB. La sangre se diluye con 110 ml de medio alfa y se divide en alicuotas en tubos de centrifuga
conicos de 50 ml. Se inyecta Ficol Hypaque bajo la sangre y los tubos se centrifugan a 1.600 rpm a 15 C durante 20
minutos. La capa de células mononucleares se retira y se resuspende en 100 ml de medio alfa con FCS al 5%. Las
células se centrifugan a 1.000 rpm durante 10 minutos y a continuacion se resuspenden en 10 ml de medio alfa con
FCS al 5%. A continuacién se cuentas las células y después se congelan para su uso en el futuro o se distribuyen
para nuevos experimentos.

Esto produciria mas de 1x1 0° blastos de la sangre periférica de los pacientes.

Los blastos se recogen del sujeto antes de la quimioterapia cuando se encuentran en un nimero muy elevado. Las
células o una parte de las mismas se congelan opcionalmente. El paciente es tratado con quimioterapia u otra
modalidad adecuada. Después las células se descongelan, si se habian congelado, se infectan con IL-12 de LV y se
analizan para determinar el nivel requerido de expresion (p.ej. el nivel umbral). Las células que satisfacen estos
criterios se irradian opcionalmente, y se reintroducen en el paciente.

Cuando la construccién de vector comprende un componente génico de seguridad, las células opcionalmente no se
irradian.

Otras células se infectan opcionalmente antes de la congelacion.
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Ejemplo 7
Tratamiento de tumores sélidos

Los tumores soélidos se retiran parcial o totalmente de un sujeto. El tumor sélido es opcionalmente cualquier tumor
respetable. El tumor es opcionalmente un cancer de células renales, melanoma o cancer de préstata.

Se obtienen suspensiones de células individuales y las células se transducen o transfectan con una construccion de
vector de IL-12 tal como hIL-12 de LV. Las células transfectadas o transducidas se irradian opcionalmente para
inducir la detencion del crecimiento y prevenir la division celular. Las células transducidas que comprenden
construcciones de vectores que comprenden un polinucleétido activador tal como una molécula de tmpk modificada
no son irradiadas ya que las células que expresan el polinucledtido activador se pueden destruir por medio de la
administracion del profarmaco.

Se administra una poblacion de células, incluyendo las células cancerosas transducidas al sujeto del que se obtuvo
el cancer. La poblacién de células se administra, por via intradérmica o por via subcutanea una vez a la semana,
una vez cada dos semanas, o una vez al mes durante un periodo de 3 meses. Se administran aproximadamente de
1x10° a 1x10® células.

El sujeto es controlado para determinar una respuesta inmunitaria anti-cancerosa y la progresion del cancer.
Ejemplo 8
Modelos y sistemas de investigacion

Determinacion de los aspectos criticos del inicio de las respuestas contra la leucemia en el sistema murino.
Se estudiara la induccion in vivo de inmunidad anti-leucemia utilizando modelos in vitro. Las DC maduras en cultivo
se exponen a células 70Z/3-IL-12 sélo en presencia de células de bazo. Las células 70Z/3 no transducidas no
reflejan este efecto. Las poblaciones seleccionadas de células de bazo seran eliminadas sistematicamente para
determinar qué células de bazo son responsables de los efectos observados. Se utilizaran anticuerpos especificos
para las subpoblaciones de células T, células NK y macréfagos, combinadas con cualquiera de MACS o FACS para
determinar el agotamiento y/o enriquecimiento. Estos experimentos se llevaran a cabo en placas Transwell que
permiten la separacion fisica de los diversos tipos de células para identificar interacciones criticas célula-célula. Se
ha empelado la maduracion de las DC (aumento de la expresion de CD80) como primera lectura de cebado de los
autores de la presente invencion. Sin embargo, es posible que la maduracion de DC en presencia de células 70Z2/3
esté seguida de la activacion de las poblaciones de células T especificas. Se utilizara el sistema in vitro para
determinar si se inician las respuestas de células Ty, de ser asi, la naturaleza de esas respuestas. Se controlara la
produccion de citoquinas tipicas de la induccion de Th1 (tal como IFNy) asi como la aparicion de células T maduras
CD4" y o CD8" especificas para las células 70Z/3. Los clones de clones de células T especificas de 70Z/3 se
expandiran y se caracterizara su fenotipo de la superficie celular. Se sometera a ensayo su potencial citotoxico en
analisis de liberacion de Cr®' utilizando células 70Z/3 como dianas.

El modelo in vivo establecido también se utilizara para explorar la induccion de inmunidad protectora. En particular,
se acometeran experimentos de transferencia adoptiva para determinar si las células CD4" pueden conferir
inmunidad y, si es asi, si estas células son células CTL y NKT CD4". Estas células seran aisladas y clonadas in vitro
después de que se presenten en los ratones para establecer sus propiedades de crecimiento y el mecanismo de la
citotoxicidad. Mediante la comparacion de la induccién de inmunidad para LMA con el presente modelo de LLA, los
autores de la presente invencion van a estudiar por qué algunos tipos de cancer son mas inmunogénicos que otros.

Con este conocimiento de fondo los autores de la presente invencion iniciaran los experimentos de transduccién con
IL-12 utilizando lineas celulares de leucemia humana establecidas que representan diferentes clases de leucemia.
Estos incluyen K562, CES1, OCIAML1, OCIAML2, Jurkat, Raiji. El laboratorio Medin ya ha demostrado que tanto
K562 y Jurkat se infectan faciimente con vectores LV en los experimentos anteriores. Las lineas de células seran
transducidas en cultivo masivo después de lo cual clones seran seleccionados por dilucién limite. Los clones se
examinaran para determinar la proliferacion celular mediante analisis de incorporacién de timidina y para determinar
la produccién de IL-12 por medio de ELISA. La estabilidad de la produccion de IL-12 se determinara después de
tiempos de cultivo celular prolongados, asi como después de varios ciclos de congelacidon/descongelacion. Se utilizé
el analisis de transferencia Southern repetido para determinar el nimero de copias del vector y también la
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estabilidad.

Anadlisis in vitro en seres humanos. También se utilizaran lineas celulares establecidas y muestras primarias para
desarrollar analisis in vitro similares a los que estan en curso en el sistema murino. Se han desarrollado condiciones
de cultivo in vitro que soportan DC humanas y subconjuntos de células T. El uso de éstas como punto de partida se
controlaran los efectos de las lineas celulares productoras de IL-12 y las muestras primarias en analisis a corto
plazo. Los autores de la presente invencion estableceran la capacidad de las lineas celulares productoras de IL-12
las y muestras de leucemia primarias para influir en la maduracion de las DC humanas en presencia y ausencia de
subconjuntos de células T seleccionadas. Los autores de la presente invencion controlaran los marcadores de la
superficie celular tales como CD80 para determinar la maduracion de las DC y la secrecion de IFNy para determinar
la induccion de respuestas Th1. Si se detecta evidencia de IR, se aislaran subconjuntos de CD4 y CD8 y se
someteran a ensayo para determinar la citotoxicidad y la especificidad anti-leucemia.
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SECUENCIAS
SEQID NO: 1

pHR'.cPPT.EF.CD19 ATmpkF105YR200A.WPRE.SIN.
AATTACCTGTGGTTTCATTTACTCTAAACCTGTGATTCCTCTGAATTATTTTCATTTTAAAGAAATTGT
ATTTGTTAAATATGTACTACAAACTTAGTAGTTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAAAGAAGACAAGATAT
CCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTAGCAGAACTACACACCAGGGCCAGG
GGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGA
GGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGGATGGATGACCCGGAGAG
AGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGA
GTACTTCAAGAACTGCTGATATCGAGCTTGCTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGAGGCG
TGGCCTGGGCGGGACTGGGGAGTGGCGAGCCCTCAGATCCTGCATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTA
CTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTA
AGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACT
AGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAA
AGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGG
CGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGGTG
CGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGG
AAAGAAAAAATATAAATTAAAACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCC
TGGCCTGTTAGAAACATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGG
ATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGAT
AAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGTAAGACCACCGCACAGCA
AGCGGCCGCTGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGAATTATATAAAT
ATAAAGTAGTAAAAATTGAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAG
AAAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCG
CAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATT
TGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCAGG
CAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAA
AACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTGGAGTAATAAATCTCTGGAACAGATTTGGA
ATCACACGACCTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAATTG
AAGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGATAAATGGGCAAGTTTGT
GGAATTGGTTTAACATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGG
TAGGTTTAAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTAT
CGTTTCAGACCCACCTCCCAACCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAG
AGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCTCGACGGTATCGATTTTAAAAGAAAAGGG
GGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAA
TTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTATCGATAAGCTTTGCAAAGATGGATAAAGTTTTAAA
CAGAGAGGAATCTTTGCAGCTAATGGACCTTCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCC
GTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCG
GTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCG
AGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCG
CCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCG
TGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGT
GGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGC
GCTGGGGCCGCCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAG
CCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTARAATGCGGGCC
AAGATCTGCACACTGGTATTTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGCGCA
CATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCC
GGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGGT
CGGCACCAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGA
CGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCG
TCGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGAGCTTTTGGA
GTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGA
CTGAAGTTAGGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGATCTT
GGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTTTTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGAGGAATTC
ATGCCACCTCCTCGCCTCCTCTTCTTCCTCCTCTTCCTCACCCCCATGGAAGTCAGGCCCGAGGAACCT
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CTAGTGGTGAAGGTGGAAGAGGGAGATAACGCTGTGCTGCAGTGCCTCAAGGGGACCTCAGATGGCCCC
ACTCAGCAGCTGACCTGGTCTCGGGAGTCCCCGCTTAAACCCTTCTTAARACTCAGCCTGGGGCTGCCA
GGCCTGGGAATCCACATGAGGCCCCTGGCATCCTGGCTTTTCATCTTCAACGTCTCTCAACAGATGGGEG
GGCTTCTACCTGTGCCAGCCGGGGCCCCCCTCTGAGAAGGCCTGGCAGCCTGGCTGGACAGTCAATGTG
GAGGGCAGCGGGGAGCTGTTCCGGTGGAATGTTTCGGACCTAGGTGGCCTGGGCTGTGGCCTGAAGAAC
AGGTCCTCAGAGGGCCCCAGCTCCCCTTCCGGGAAGCTCATGAGCCCCAAGCTGTATGTGTGGGCCAAA
GACCGCCCTGAGATCTGGGAGGGAGAGCCTCCGTGTGTCCCACCGAGGGACAGCCTGAACCAGAGCCTC
AGCCAGGACCTCACCATGGCCCCTGGCTCCACACTCTGGCTGTCCTGTGGGGTACCCCCTGACTCTGTG
TCCAGGGGCCCCCTCTCCTGGACCCATGTGCACCCCAAGGGGCCTAAGTCATTGCTGAGCCTAGAGCTG
AAGGACGATCGCLCCGGCCAGAGATATGTGGGTAATGGAGACGGGTCTGTTGTTGCCCCGGGCCACAGCT
CAAGACGCTGGAAAGTATTATTGTCACCCTGGCAACCTGACCATGTCATTCCACCTGGAGATCACTGCT
CGGCCAGTACTATGGCACTGCGCTGCTGAGGACTGGTGGCTGGAAGGTCTCAGCTGTGACTTTGGCTTAT
CTGATCTTCTGCCTGTGTTCCCTTGTGGGCATTCTTCATCTTGCCGGCGGGGCTGCAGGGATGGCGGCC
CGGCGCGGGGCTCTCATAGTGCTGGAGGGCGTGGACCGCGCCGGGAAGAGCACGCAGAGCCGCAAGCTG
GTGGAAGCGCTGTGCGCCGCGGGCCACCGCGCCGAACTGCTCCGGTTCCCGGAARGATCAACTGARATC
GGCAAACTTCTGAGTTCCTACTTGCAAAAGAAAAGTGACGTGGAGGATCACTCGGTGCACCTGCTTTTT
TCTGCAAATCGCTGGGAACAAGTGCCGTTAATTAAGGAAAAGTTGAGCCAGGGCGLGACCCTCGTCGTG
GACAGATACGCATTTTCTGGTGTGGCCTACACaGGTGCCAAGGAGAATTTTTCCCTAGACTGGTGTARA
CAGCCAGACGTGGGCCTTCCCAAACCCGACCTGGTCCTGTTCCTCCAGTTACAGCTGGCGGATGCTGCC
AAGCGGGGAGCGTTTGGCCATGAGCGCTATGAGAACGGGGCTTTCCAGGAGCGGGCGCTCCGGTGTTTC
CACCAGCTCATGAAAGACACGACTTTGAACTGGAAGATGGTGGATGCTTCCAAAAGCATCGAAGCTGTC
CATGAGGACATCCGCGTGCTCTCTGAGGACGCCATCGCCACTGCCACAGAGAAGCCGCTGGGGGAGCTA
TGGAAGTGAGGATCCAAGCTTCAATTGTGGTCACTCGACAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAA
AGATTGACTGGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTG
TATCATGCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTT
TATGAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCCC
ACTGGTTGGGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCC
ACGGCGGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAAT
TCCGTGGTGTTGTCGGGGAAGCTGACGTCCTTTCCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTG
CGCGGGACGTCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTG
CCGGCTCTGCGGCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCC
TCCCCGCCTGCTCGAGACCTAGAAAAACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTACCAATGCT
GATTGTGCCTGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTA
AGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGG
CTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATC
TGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTG
CTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCA
GTGTGGAAAATCTCTAGCAGTAGTAGTTCATGTCATCTTATTATTCAGTATTTATAACTTGCARAGAAA
TGAATATCAGAGAGTGAGAGGCCTTGACATTATAATAGATTTAGCAGGAATTGAACTAGGAGTGGAGCA
CACAGGCAAAGCTGCAGAAGTACTTGGAAGAAGCCACCAGAGATACTCACGATTCTGCACATACCTGGC
TAATCCCAGATCCTAAGGATTACATTAAGTTTACTAACATTTATATAATGATTTATAGTTTARAGTATA
AACTTATCTAATTTACTATTCTGACAGATATTAATTAATCCTCAAATATCATAAGAGATGATTACTATT
ATCCCCATTTAACACAAGAGGAAACTGAGAGGGAAAGATGTTGAAGTAATTTTCCCACAATTACAGCAT
CCGTTAGTTACGACTCTATGATCTTCTGACACAAATTCCATTTACTCCTCACCCTATGACTCAGTCGAA
TATATCAAAGTTATGGACATTATGCTAAGTAACAAATTACCCTTTTATATAGTAAATACTGAGTAGATT
GAGAGAAGAAATTGTTTGCAAACCTGAATAGCTTCAAGAAGAAGAGAAGTGAGGATAAGAATAACAGTT
GTCATTTAACAAGTTTTAACAAGTAACTTGGTTAGAAAGGGATTCAAATGCATAAAGCAAGGGATAAAT
TTTTCTGGCAACAAGACTATACAATATAACCTTAAATATGACTTCAAATAATTGTTGGAACTTGATAAA
ACTAATTAAATATTATTGAAGATTATCAATATTATAAATGTAATTTACTTTTAAAAAGGGAACATAGAA
ATGTGTATCATTAGAGTAGAAAACAATCCTTATTATCACAATTTGTCAAAACAAGTTTGTTATTAACAC
AAGTAGAATACTGCATTCAATTAAGTTGACTGCAGATTTTGTGTTTTGTTAAAATTAGAAAGAGATAAC
AACAATTTGAATTATTGAAAGTAACATGTAAATAGTTCTACATACGTTCTTTTGACATCTTGTTCAATC
ATTGATCGAAGTTCTTTATCTTGGAAGAATTTGTTCCAAAGACTCTGAAATAAGGAAAACAATCTATTA
TATAGTCTCACACCTTTGTTTTACTTTTAGTGATTTCAATTTAATAATGTAAATGGTTAAAATTTATTC
TTCTCTGAGATCATTTCACATTGCAGATAGAAAACCTGAGACTGGGGTAATTTTTATTAAAATCTAATT
TAATCTCAGAAACACATCTTTATTCTAACATCAATTTTTCCAGTTTGATATTATCATATAAAGTCAGCC
TTCCTCATCTGCAGGTTCCACAACAAAAATCCAACCAACTGTGGATCAAAAATATTGGGAAAAAATTAA
AAATAGCAATACAACAATAAAAAAATACAAATCAGAAAAACAGCACAGTATAACAACTTTATTTAGCAT
TTACAATCTATTAGGTATTATAAGTAATCTAGAATTAATTCCGTGTATTCTATAGTGTCACCTAAATCG
TATGTGTATGATACATAAGGTTATGTATTAATTGTAGCCGCGTTCTAACGACAATATGTACAAGCCTAA
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TTGTGTAGCATCTGGCTTACTGAAGCAGACCCTATCATCTCTCTCGTAAACTGCCGTCAGAGTCGGTTT
GGTTGGACGAACCTTCTGAGTTTCTGGTAACGCCGTCCCGCACCCGGAAATGGTCAGCGAACCAATCAG
CAGGGTCATCGCTAGCCAGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGC
GGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAG
CGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCA
TGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGA
GTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCC
AGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACA
GACAAGCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGARACGCGCGA
GACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGT
CAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATA
TGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAARAAGGAAGAGTATGAGTA
TTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAG
AAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATC
TCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAG
TTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACT
ATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAARAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAA
GAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCG
GAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGG
AACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAA
CGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGG
AGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAAT
CTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTA
TCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAG
GTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAA
AACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTT
AACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTT
TTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAARAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGG
ATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTC
TTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGC
TAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGAT
AGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAA
CGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAA
AGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAA
ACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCT
CGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCT
GGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTG
AGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAG
AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGTGGAATGTGTG
TCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTA
GTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAA
TTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCA
TTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCT
ATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGACACAAGACAGG
CTTGCGAGATATGTTTGAGAATACCACTTTATCCCGCGTCAGGGAGAGGCAGTGCGTAAAAAGACGCGG
ACTCATGTGAAATACTGGTTTTTAGTGCGCCAGATCTCTATAATCTCGCGCAACCTATTTTCCCCTCGA
ACACTTTTTAAGCCGTAGATAAACAGGCTGGGACACTTCACATGAGCGAAAAATACATCGTCACCTGGG
ACATGTTGCAGATCCATGCACGTAAACTCGCAAGCCGACTGATGCCTTCTGAACAATGGAAAGGCATTA
TTGCCGTAAGCCGTGGCGGTCTGTACCGGGTGCGTTACTGGCGCGTGAACTGGGTATTCGTCATGTCGA
TACCGTTTGTATTTCCAGCTACGATCACGACAACCAGCGCGAGCTTAAAGTGCTGAAACGCGCAGAAGG
CGATGGCGAAGGCTTCATCGTTATTGATGACCTGGTGGATACCGGTGGTACTGCGGTTGCGATTCGTGA
AATGTATCCAAAAGCGCACTTTGTCACCATCTTCGCAAAACCGGCTGGTCGTCCGCTGGTTGATGACTA
TGTTGTTGATATCCCGCAAGATACCTGGATTGAACAGCCGTGGGATATGGGCGTCGTATTCGTCCCGCC
AATCTCCGGTCGCTAATCTTTTCAACGCCTGGCACTGCCGGGCGTTGTTCTTTTTAACTTCAGGCGGGT
TACAATAGTTTCCAGTAAGTATTCTGGAGGCTGCATCCATGACACAGGCAAACCTGAGCGAAACCCTGT
TCAAACCCCGCTTTAAACATCCTGAAACCTCGACGCTAGTCCGCCGCTTTAATCACGGCGCACAACCGC
CTGTGCAGTCGGCCCTTGATGGTAAAACCATCCCTCACTGGTATCGCATGATTAACCGTCTGATGTGGA
TCTGGCGCGGCATTGACCCACGCGAAATCCTCGACGTCCAGGCACGTATTGTGATGAGCGATGCCGAAC
GTACCGACGATGATTTATACGATACGGTGATTGGCTACCGTGGCGGCAACTGGATTTATGAGTGGGCCC
CGGATCTTTGTGAAGGAACCTTACTTCTGTGGTGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAA
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AGCTCTAAGGTAAATATAAAATTTTTAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGTGTA
TTTTAGATTCCAACCTATGGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAATGAGGAAAACCTG
TTTTGCTCAGAAGAAATGCCATCTAGTGATGATGAGGCTACTGCTGACTCTCAACATTCTACTCCTCCA
AAAAAGAAGAGARAGGTAGAAGACCCCAAGGACTTTCCTTCAGAATTGCTAAGTTTTTTGAGTCATGCT
GTGTTTAGTAATAGAACTCTTGCTTGCTTTGCTATTTACACCACAAAGGAAAAAGCTGCACTGCTATAC
AAGAAAATTATGGAAAAATATTCTGTAACCTTTATAAGTAGGCATAACAGTTATAATCATAACATACTG
TTTTTTCTTACTCCACACAGGCATAGAGTGTCTGCTATTAATAACTATGCTCAAAAATTGTGTACCTTT
AGCTTTTTAATTTGTAAAGGGGTTAATAAGGAATATTTGATGTATAGTGCCTTGACTAGAGATCATAAT
CAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAARAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAA
ACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAA
TAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCAT
CAATGTATCTTATCATGTCTGGATCAACTGGATAACTCAAGCTAACCAAAATCATCCCAAACTTCCCAC
CCCATACCCTATTACCACTGCC

Cadena principal pHR

AATTACCTGTGGTTTCATTTACTCTAAACCTGTGATTCCTCTGAATTATTTTCATTTTAAAGAAATTGT
ATTTGTTAAATATGTACTACAAACTTAGTAGTTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAAAGAAGACAAGATAT
CCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTAGCAGAACTACACACCAGGGCCAGG
GGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGA
GGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGGATGGATGACCCGGAGAG
AGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGA
GTACTTCAAGAACTGCTGATATCGAGCTTGCTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGAGGCG
TGGCCTGGGCGGGACTGGGGAGTGGCGAGCCCTCAGATCCTGCATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTA
CTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTA
AGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACT
AGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAA
AGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGG
CGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGGTG
CGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGG
AAAGAAAAAATATAAATTAAAACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCC
TGGCCTGTTAGAARACATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGG
ATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGAT
AAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGTAAGACCACCGCACAGCA
AGCGGCCGCTGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGAATTATATAAAT
ATAAAGTAGTAAAAATTGAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAG
AAAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCG
CAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATT
TGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCAGG
CAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAA
AACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTGGAGTAATAAATCTCTGGAACAGATTTGGA
ATCACACGACCTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAATTG
AAGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGATAAATGGGCAAGTTTGT
GGAATTGGTTTAACATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGG
TAGGTTTAAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTAT
CGTTTCAGACCCACCTCCCAACCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAG
AGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCTCGACGGTATCGATTTTAAAAGAAAAGGG
GGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAA
TTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTATCGATAAGCTTTGCAAAGATGGATAAAGTTTTAAA
CAGAGAGGAATCTTTGCAGCTAATGGACCTTCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCC
GTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCG
GTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCG
AGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCG
CCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCG
TGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGT
GGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGC
GCTGGGGCCGCCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAG
CCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCC
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AAGATCTGCACACTGGTATTTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGCGCA
CATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCC
GGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGGT
CGGCACCAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGA
CGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCG
TCGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGAGCTTTTGGA
GTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGA
CTGAAGTTAGGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGATCTT
GGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTTTTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGAG

AATTACCTGTGGTTTCATTTACTCTAARACCTGTGATTCCTCTGAATTATTTTCATTTTAAAGAAATTGT
ATTTGTTAAATATGTACTACAAACTTAGTAGTTGGAAGGGCTAATTCACTCCCARAGAAGACAAGATAT
CCTTGATCTGTGGATCTACCACACACAAGGCTACTTCCCTGATTAGCAGAACTACACACCAGGGCCAGG
GGTCAGATATCCACTGACCTTTGGATGGTGCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGA
GGCCAATAAAGGAGAGAACACCAGCTTGTTACACCCTGTGAGCCTGCATGGGATGGATGACCCGGAGAG
AGAAGTGTTAGAGTGGAGGTTTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACGTGGCCCGAGAGCTGCATCCGGA
GTACTTCAAGAACTGCTGATATCGAGCTTGCTACAAGGGACTTTCCGCTGGGGACTTTCCAGGGAGGCG
TGGCCTGGGCGGGACTGGGGAGTGGCGAGCCCTCAGATCCTGCATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTA
CTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTA
AGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACT
AGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAA
AGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGG
CGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGGTG
CGAGAGCGTCAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGG
AAAGAAAAAATATAAATTAARRACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCC
TGGCCTGTTAGAAACATCAGAAGGCTGTAGACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGG
ATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGAT
AARAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGTAAGACCACCGCACAGCA
AGCGGCCGCTGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGAATTATATAAAT
ATAAAGTAGTAAAAATTGAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAG
AAAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCG
CAGCGTCAATGACGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATT
TGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAACAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCAGG
CAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGATCAACAGCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAA
AACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTGGAGTAATAAATCTCTGGAACAGATTTGGA
ATCACACGACCTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAATACACTCCTTAATTG
AAGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGATAAATGGGCAAGTTTGT
GGAATTGGTTTAACATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGG
TAGGTTTAAGAATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTAT
CGTTTCAGACCCACCTCCCAACCCCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAG
AGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTGAACGGATCTCGACGGTATCGATTTTAAAAGAAAAGGG
GGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGACATACAAACTAAAGAA
TTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTATCGATAAGCTTTGCARAGATGGATAAAGTTTTAAA
CAGAGAGGAATCTTTGCAGCTAATGGACCTTCTAGGTCTTGAAAGGAGTGGGAATTGGCTCCGGTGCCC
GTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGAGGGGTCGGCAATTGAACCG
GTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGCTCCGCCTTTTTCCCG
AGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTTTTTCGCAACGGGTTTGCCG
CCAGAACACAGGTAAGTGCCGTGTGTGGTTCCCGCGGGCCTGGCCTCTTTACGGGTTATGGCCCTTGCG
TGCCTTGAATTACTTCCACCTGGCTGCAGTACGTGATTCTTGATCCCGAGCTTCGGGTTGGAAGTGGGT
GGGAGAGTTCGAGGCCTTGCGCTTAAGGAGCCCCTTCGCCTCGTGCTTGAGTTGAGGCCTGGCCTGGGC
GCTGGGGCCGCCGCGTGCGAATCTGGTGGCACCTTCGCGCCTGTCTCGCTGCTTTCGATAAGTCTCTAG
CCATTTAAAATTTTTGATGACCTGCTGCGACGCTTTTTTTCTGGCAAGATAGTCTTGTAAATGCGGGCC
AAGATCTGCACACTGGTATTTCGGTTTTTGGGGCCGCGGGCGGCGACGGGGCCCGTGCGTCCCAGCGCA
CATGTTCGGCGAGGCGGGGCCTGCGAGCGCGGCCACCGAGAATCGGACGGGGGTAGTCTCAAGCTGGCC
GGCCTGCTCTGGTGCCTGGCCTCGCGCCGCCGTGTATCGCCCCGCCCTGGGCGGCAAGGCTGGCCCGGT
CGGCACCAGTTGCGTGAGCGGAAAGATGGCCGCTTCCCGGCCCTGCTGCAGGGAGCTCAAAATGGAGGA
CGCGGCGCTCGGGAGAGCGGGCGGGTGAGTCACCCACACAAAGGAAAAGGGCCTTTCCGTCCTCAGCCG
TCGCTTCATGTGACTCCACGGAGTACCGGGCGCCGTCCAGGCACCTCGATTAGTTCTCGAGCTTTTGGA
GTACGTCGTCTTTAGGTTGGGGGGAGGGGTTTTATGCGATGGAGTTTCCCCACACTGAGTGGGTGGAGA
CTGAAGTTAGGCCAGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCCTTGGAATTTGCCCTTTTTGAGTTTGGATCTT
GGTTCATTCTCAAGCCTCAGACAGTGGTTCAAAGTTTTTTTCTTCCATTTCAGGTGTCGTGAGGAATTC
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GGATCCAAGCTTCAATTGTGGTCACTCGACAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATTGACT
GGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCATGCT
ATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAG
TTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTGG
GGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGGAA
CTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATTCCGTGGTG
TTGTCGGGGAAGCTGACGTCCTTTCCATGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCGGGACG
TCCTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTG
CGGCCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCCGCCTCCCCGCCT
GCTCGAGACCTAGAAAAACATGGAGCAATCACAAGTAGCAATACAGCAGCTACCAATGCTGATTGTGCC
TGGCTAGAAGCACAAGAGGAGGAGGAGGTGGGTTTTCCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACCAATG
ACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCAC
TCCCAACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGG
GAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTA
GTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAA
ATCTCTAGCAGTAGTAGTTCATGTCATCTTATTATTCAGTATTTATAACTTGCAAAGAAATGAATATCA
GAGAGTGAGAGGCCTTGACATTATAATAGATTTAGCAGGAATTGAACTAGGAGTGGAGCACACAGGCAA
AGCTGCAGAAGTACTTGGAAGAAGCCACCAGAGATACTCACGATTCTGCACATACCTGGCTAATCCCAG
ATCCTAAGGATTACATTAAGTTTACTAACATTTATATAATGATTTATAGTTTAAAGTATAAACTTATCT
AATTTACTATTCTGACAGATATTAATTAATCCTCAAATATCATAAGAGATGATTACTATTATCCCCATT
TAACACAAGAGGAAACTGAGAGGGAAAGATGTTGAAGTAATTTTCCCACAATTACAGCATCCGTTAGTT
ACGACTCTATGATCTTCTGACACAAATTCCATTTACTCCTCACCCTATGACTCAGTCGAATATATCAAA
GTTATGGACATTATGCTAAGTAACAAATTACCCTTTTATATAGTAAATACTGAGTAGATTGAGAGAAGA
AATTGTTTGCAAACCTGAATAGCTTCAAGAAGAAGAGAAGTGAGGATAAGAATAACAGTTGTCATTTAA
CAAGTTTTAACAAGTAACTTGGTTAGAAAGGGATTCAAATGCATAAAGCAAGGGATAAATTTTTCTGGC
AACAAGACTATACAATATAACCTTAAATATGACTTCAARATAATTGTTGGAACTTGATAAAACTAATTAA
ATATTATTGAAGATTATCAATATTATAAATGTAATTTACTTTTAAAAAGGGAACATAGAAATGTGTATC
ATTAGAGTAGAAAACAATCCTTATTATCACAATTTGTCAAAACAAGTTTGTTATTAACACAAGTAGAAT
ACTGCATTCAATTAAGTTGACTGCAGATTTTGTGTTTTGTTAAARATTAGAAAGAGATAACAACAATTTG
AATTATTGAAAGTAACATGTAAATAGTTCTACATACGTTCTTTTGACATCTTGTTCAATCATTGATCGA
AGTTCTTTATCTTGGAAGAATTTGTTCCAAAGACTCTGAAATAAGGAAAACAATCTATTATATAGTCTC
ACACCTTTGTTTTACTTTTAGTGATTTCAATTTAATAATGTAAATGGTTAAAATTTATTCTTCTCTGAG
ATCATTTCACATTGCAGATAGAAAACCTGAGACTGGGGTAATTTTTATTAAAATCTAATTTAATCTCAG
AAACACATCTTTATTCTAACATCAATTTTTCCAGTTTGATATTATCATATAAAGTCAGCCTTCCTCATC
TGCAGGTTCCACAACAAAAATCCAACCAACTGTGGATCAAAAATATTGGGAAAAAATTAARAAATAGCAA
TACAACAATAAAAAAATACAAATCAGAAAAACAGCACAGTATAACAACTTTATTTAGCATTTACAATCT
ATTAGGTATTATAAGTAATCTAGAATTAATTCCGTGTATTCTATAGTGTCACCTAAATCGTATGTGTAT
GATACATAAGGTTATGTATTAATTGTAGCCGCGTTCTAACGACAATATGTACAAGCCTAATTGTGTAGC
ATCTGGCTTACTGAAGCAGACCCTATCATCTCTCTCGTAAACTGCCGTCAGAGTCGGTTTGGTTGGACG
AACCTTCTGAGTTTCTGGTAACGCCGTCCCGCACCCGGAAATGGTCAGCGAACCAATCAGCAGGGTCAT
CGCTAGCCAGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCCGGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGG
CGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGATCGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTT
CGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCCGGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATT
CCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCAACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAA
GGGAGAGCGTCGAATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGAC
ACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTG
TGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGACGAAAGG
GCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCA
CTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGC
TCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATT
TCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGG
TGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCG
GTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTAT
GTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGA
ATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTAT
GCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGA
AGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGC
TGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCA
AACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATA
AAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCG
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GTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTA
TCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCAC
TGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATT
TTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGT
TTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGC
GCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGC
TACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGT
AGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGT
TACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGG
ATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACA
CCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGARAGGCGGACA
GGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGT
ATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGG
GGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTG
CTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTG
ATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAA
TACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGG
GTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAAC
CAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGC
AACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCC
CCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAA
GTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTTGGACACAAGACAGGCTTGCGAGA
TATGTTTGAGAATACCACTTTATCCCGCGTCAGGGAGAGGCAGTGCGTAAAAAGACGCGGACTCATGTG
AAATACTGGTTTTTAGTGCGCCAGATCTCTATAATCTCGCGCAACCTATTTTCCCCTCGAACACTTTTT
AAGCCGTAGATAAACAGGCTGGGACACTTCACATGAGCGAAARATACATCGTCACCTGGGACATGTTGC
AGATCCATGCACGTAAACTCGCAAGCCGACTGATGCCTTCTGAACAATGGAAAGGCATTATTGCCGTAA
GCCGTGGCGGTCTGTACCGGGTGCGTTACTGGCGCGTGAACTGGGTATTCGTCATGTCGATACCGTTTG
TATTTCCAGCTACGATCACGACAACCAGCGCGAGCTTAAAGTGCTGAAACGCGCAGAAGGCGATGGCGA
AGGCTTCATCGTTATTGATGACCTGGTGGATACCGGTGGTACTGCGGTTGCGATTCGTGAAATGTATCC
AAAAGCGCACTTTGTCACCATCTTCGCAAAACCGGCTGGTCGTCCGCTGGTTGATGACTATGTTGTTGA
TATCCCGCAAGATACCTGGATTGAACAGCCGTGGGATATGGGCGTCGTATTCGTCCCGCCAATCTCCGG
TCGCTAATCTTTTCAACGCCTGGCACTGCCGGGCGTTGTTCTTTTTAACTTCAGGCGGGTTACAATAGT
TTCCAGTAAGTATTCTGGAGGCTGCATCCATGACACAGGCAAACCTGAGCGAAACCCTGTTCAAACCCC
GCTTTAAACATCCTGAAACCTCGACGCTAGTCCGCCGCTTTAATCACGGCGCACAACCGCCTGTGCAGT
CGGCCCTTGATGGTAAAACCATCCCTCACTGGTATCGCATGATTAACCGTCTGATGTGGATCTGGCGCG
GCATTGACCCACGCGAAATCCTCGACGTCCAGGCACGTATTGTGATGAGCGATGCCGAACGTACCGACG
ATGATTTATACGATACGGTGATTGGCTACCGTGGCGGCAACTGGATTTATGAGTGGGCCCCGGATCTTT
GTGAAGGAACCTTACTTCTGTGGTGTGACATAATTGGACAAACTACCTACAGAGATTTAAAGCTCTAAG
GTAAATATAAAATTTTTAAGTGTATAATGTGTTAAACTACTGATTCTAATTGTTTGTGTATTTTAGATT
CCAACCTATGGAACTGATGAATGGGAGCAGTGGTGGAATGCCTTTAATGAGGAAAACCTGTTTTGCTCA
GAAGAAATGCCATCTAGTGATGATGAGGCTACTGCTGACTCTCAACATTCTACTCCTCCAAAARAGAAG
AGAAAGGTAGAAGACCCCAAGGACTTTCCTTCAGAATTGCTAAGTTTTTTGAGTCATGCTGTGTTTAGT
AATAGAACTCTTGCTTGCTTTGCTATTTACACCACAAAGGAAAAAGCTGCACTGCTATACAAGAAAATT
ATGGAAAAATATTCTGTAACCTTTATAAGTAGGCATAACAGTTATAATCATAACATACTGTTTTTTCTT
ACTCCACACAGGCATAGAGTGTCTGCTATTAATAACTATGCTCAAAAATTGTGTACCTTTAGCTTTTTA
ATTTGTAAAGGGGTTAATAAGGAATATTTGATGTATAGTGCCTTGACTAGAGATCATAATCAGCCATAC
CACATTTGTAGAGGTTTTACTTGCTTTAAAAAACCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAAT
GAATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCAC
AAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATC
TTATCATGTCTGGATCAACTGGATAACTCAAGCTAACCAAAATCATCCCAAACTTCCCACCCCATACCC
TATTACCACTGCC

SEQ ID NO: 2 sec cPPT

ttttaaaaga aaagggggga ttggggggta cagtgcaggg gaaagaatag
tagacataat 60

agcaacagac atacaaacta aagaattaca aaaacaaatt acaaaaattc

aaaatttt 118

SEQID NO: 3

Virus de la Hepatitis de Marmota wpre
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aatcaacctc
ctatgttgct

ccttttacge
tgcttccegt

atggctttca
tgaggagttg

tggcccgttg

aacccccact

ggttggggca
cceccecteect

attgccacgg
ggctcggetg

ttgggcactg
atggctgctce

gcctgtgttg
ttcggececte

aatccagcgg

tcegegtett

cgccttegee

592
SEQID NO: 4

tggattacaa
60

tatgtggata
120

ttttctecte
180

tcaggcaacg
240

ttgccaccac
300

cggaactcat
360

acaattccgt
420

ccacctggat
480

accttecttce
5490
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aatttgtgaa

cgctgecttta

cttgtataaa

tggcgtggtg

ctgtcagcte

cgccgectge

ggtgttgtcg

tctgegeggg

ccgcggectg

agattgactg

atgcctttgt

tcctggttge

tgcactgtgt

ctttcecggga

cttgecceget

gggaagctga

acgtccttet

ctgccggcetce

gtattcttaa

atcatgctat

tgtctcttta

ttgctgacgce

ctttcgecttt

gctggacagg

cgtcctttece

gctacgtccce

tgcggectcet

ctcagacgag tcggatctcc ctttgggccg cctccccgece tg

Secuencia de pORF-hIL-12 (5048 pb).
Marco de lectura abierto de hIL-12 en negrita.

El conector de elastina esta subrayado.
GGATCTGCGATCGCTCCGGTOCCCGTCAGTGGGCAGAGCGCACATCGCCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGGGGGA
GGGGTCGGCAATTGAACCGGTGCCTAGAGAAGGTGGCGCGGGGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGTACTGGC
TCCGOCTTTTTCCCGAGGGTGGGGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTTCTITTTCGCAACG
GGTTTGCCGCCAGAACACAGCTGAAGCTTCGAG
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gtaagtgatatctactagaittatcaaaaagagigiigaciigigage getcacaatigataciiagaticatcgagagggacacglegactactaa
cettettetetttectacagCTGAGATCACCGGCGAAGGAGGGCCACCATGGGTCACCAGCAGTTGGTCATCTCTIGGTTYIT
CCCTGGTTITICTGGCATCTCCCCTCGTGGCCATATGGGAACTGAAGAAAGATGTITATGTCGTAGAATIGGA
TIGGTATCCCGGATGCCCCTCGAGAAATGGTGGTCCICACCTGTCGACACCCCTGAAGAAGATGGTATCAC
GACCTIGGACCAGAGCAGTGAGGTCTTAGGCTCTGGCAAAACCCTGACCATCCAAGTCAAAGAGTTIGGAG
ATGCTGGCCAGTACACCTGTCACAAAGGAGGCGAGGTTCTAAGCCATTCGCYCCTGUIGCTICACAAAAAG
GAAGATGGAATTIGGTCCACTGATATTTTAAAGGACCAGAAAGAACCCAAAAATAAGACCTTICTAAGATGC
GAGGCCAAGAATTATTICTGGACGTTITCACCTGCIGGTGGCTGACGACAATCAGTACTGATITGACATTCAGT
GTCAAAAGCAGCAGAGGCTICTICIGACCCCCAAGGGGTGACGTGCGGAGCTGCTACACTCTCTGCAGAGAG
AGTCAGAGGGGACAACAAGGAGTATGAGTACTCAGTGGAGTGCCAGGAGGACAGTGCCTGCCCAGCTGCTG
AGGAGAGTCTGCCCATTGAGGTCATGGTGGATGCCGTTCACAAGCTCAAGTATGAAAACTACACCAGCAGC
TTCTTCATCAGGGACATCATCAAACCTGACCCAC AGAACTIGCAGCTGAAGUCATTAAAGAATTCICG
GC X(r(:l(.(n\(;(‘ PCAGCTGGGAGTACCCTCGACACCTGOGAGTACTCCACATTCCTACTTUTCCUTGAUATYOT,
GTE TCCAGGGCAAGAGCAAGAGAGA &.\A(x AAGATAGAGTCITCACGGACAAGACCYUAGOC %( s,
SAAAMAATGCCAGCATTAGCGTGUGGGCCCAGGACCGCTACTATAGUTCATCTTGLAG
TCTGTGCCCTGCAGTGTTCCTGGAGTAGGGGTACCTGGGGTGGGCG
S CAGACCCAGGAATGTTCCCATGCCTTCACCACTCCCAAAACCTGUY
CTCCAGAAGGCCAGACAAACT( SO CACY SAAGAGATIGATCATGAAGATAT
AAAGATAAAACCAGCACAGTGGAGGCCTGTTYACCATTGGAATTAACCAAGAATGAGAGTTGCCTAA
CAGAGAGACCTCTTTCATAACTAATGGGAGTTGCCTGGCCTCCAGAAAGACCTCTITTATGATGGCC
CCTTAGTAGTATTTATGAAGACTCGAAGATGTACCAGGTGGAGTTCAAGACCATGAATGCAAAGCTT
GGATCCTAAGAGGCAGATCTTTCTAGATCAAAACATCGCTIGGCAGTTATIGATGAGCTGATGUAGGL 3
TITCAACAGTGAGACTCTGCCAUAAAAATCC !(‘(;C'l'l ('yAAGAA( C ('x(- A l‘lTI’l A 1 AAA A( l"/\AA A I'( Al ’k(x( T
CTGCATACTTCTICATGCTTTICAGAATTCGG
TAAAAAGCGAGGTCCCTCCAAACCGTTGTCATT AGE
ATTAAGAACTAGGGAGGGGGAAAGAAGGAT (J(v(xA(‘l AT IA( ATCC /\( AKvA TACCTCTGATCAAGTTA
CATITACTGTGGATAAATTGTITTTAAGTTITCATGAATGAATTGCTAAGA AGGGGGOAATTCITUTGUTTTYT A
CCCTCGACTAGCT

OCTOABC AR

I R R R R PR Y

CAAT( i( TACGUTG }/\(1(;1A\€( TCAGH (((v(w“x;r\(zlxl(hl\(( UAAGT (HU%;( l(t{(;i
FTCAGCCCGACCGCTOL SGCCTTATCCGUIAACTATCGTCTTOAGTCCAACK FTAAGACAC
TAACAGGATTAGCAGAGUGAG /—\C,’\(E»\l}'l'i
h\‘)A/\HAA(A(!lAHHr(»‘/\}t STTAC
; CCGLET i I"Y(;(‘\’\

’\l(;_‘l ﬁf:(!( Ul)

GG . Al
'f\fs '\' [A( GCGCAG ‘\/\A ‘\A/\ '\(x(a ATCYCAAGAAGATC (
GGAACGAAAACH ’\( G l AA x(v(u\l i l(x(r!( A]UA(!‘\! TATC
AAABATGAAG i )
(; AG COT
1 AL (AvatA(v(y(.z(. TACC
TAAACCAGCCA
TAATTGTTOCCGOGGAAGOTAG
CATC

PEGATCYTT § ;
AAGGATCTTCAC ‘. TCCTTTYAAATT
T 3 ‘\’\;( AGT
TTACGA
FrATC
4 : POEAL
Ulr\ AGTAGT i((;k(\f\h[ FAATAGTTTGCGUAAC (11 TG “t( { /\’i GUTACAGO
STGOTGTCACGUTCGICGTITGGTATGHUTTCATTCAGCTCCOGTTOCCAACGATCAAGUUGAL TTAUATGA
ATGTTOTGCAAAAAAGCGGTTAGE 1(‘(’ GOTCCTCOGATUGTTOICAGAAGTAAGTTGLOOG TG
TCATGGTEATC AGCACTGOATAATT FACTGTCATGUUATUCGTAAGATGOTITTONG
TGAGTACTC \\((AA(; ATTCTOAGAATAGT \1(!( GUOGACTGAGTTEGE TCE FLOCCOGUGTUAAT
TAATACCG CATAGUAGAACTTTAAAAGTGUTCATUATTGOAAAACGTTCTTCGUGGL Lt‘%
(v’\(( Tt STTGAGATCCAGTTCGATOGTAACCCACTCOTGCATCCAAUTOATUTTUAGK
; TGAGCAAAAACAGUAAGGUAAAATGUCGUAAAAAAGGGAATAAGHC

MGGGA
AAACTCTCAAD
FrEraciiyieca
GACACGGAAAT
STTOGAATACTCATACTCTICCTTITTCA ATATTATTGAAGCATT IATCAGGUGTTATTOTCTCATGAGUGG ATACAT
ATTY h,\ ATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGUGGUTTICOGUGCACATTTCCUCGAAAAGTGUUACCTUACHTOTA

Lt i’\

AGAAACC
TUATGAUC

FEAAGCGGATHOCOGGA
GCAGACAAL 1 r\(a( R4 rf!“lf l(x(:f ‘)Lv{) [EEE R h(:iv!;{ TGUGUTTAACTATUCGGOANTCAGAG
CAGATTOTACTGAGAGTOUACCATATGOATCTCGAGCGUUCGUAA TAAAATATCTTTATHI TCATTACATCIGT G
TGITGOTTTITITOTGTGAATCGTAACTAACATACGCTCTOCATCAAAACAAAACGAAAUAAAAUAAACTAGO AN

AATAGOUIGTCCCCAGTGCAAGTOUAGOTGUCAGAACATTITCOTCT ATCGAA

SEQID NO: 5

Secuencia de pORF-mIL-12 (p35p40) (4846 pb)

Marco de lectura abierto de mIL-12 en negrita

La secuencia conectora de elastina esta subrayada

GOATCTOCOATCGCTCCGGTGUCCETCAGT GUGCAGAGCGCACATOGOCCACAGTCCCCGAGAAGTTGGHGGOA
GGGOTCGGCAATTGAACCOGTGUCTAGAGAAGOTGGCGCOGOGTAAACTGGGAAAGTGATGTCGTGIACTGG(
TCCGCCTTTTTCCCGAGGUTGGOGGAGAACCGTATATAAGTGCAGTAGTCGCCGTGAACGTICTTITTCGCAAL G
GGTTTGCCGCCAGAACACAGCTGAAGUTTUGAG

51



10

ES 2 654 303 T3

tagatitalcanaa ftagnt acglegactaciaa
cetteticteticctacagC TUAGATCACCOGCGAAGGAGGGUCACCATCGETC L\ TCACGCTACCTC (f'l CTTITIGGCCA
CCCTTGCCCTCCTAAACCACCTCAGTTIGGCCAGGGTCATTCCAGTCTCTGGACCTICUCAGGTGTCTTALCC
AGTCCCGAAACCTGCTGAAGACCACAGATCACATGGTGAAGACGGUCAGAGAAAAGCTGAAACATEATTUC
TCCACTGCTGAAGACATCGATCATGAAGACATCACACGCGGACCAAACCAGCACATIGAAGACUTCTTIACC
ACTGCAACTACACAAGAACGAGAGTIGCCTCGCTACTAGAGAGACTTCTTCCACAACAAGAGGGALUTGOC
TGCCCCCACAGAAGACGTCTTIGATGATGACCCTGTCCCTTGETAGCATCTATGAGGACTTGAAGATGTACT
AGACAGAGTTCCAGGCCATCAACGCAGCACTTCAGAATCACAACCATCAGCAGATCATTCTAGACAAGGGC
ATGCTGGTGGUCCATCCATCAGCTGATGCAGTCTCTGAANTCATAATCGCGAGACTCTGCGUCAGAAACCTCLT
GTGGUAGAAGCAGACCCTTACAGAGTCAASATCAAGUTCTGCATCCTCCTPCACGUCTTCAGCACCCGOGT
CETCGACCATCAACAGGCIGATCGGUTATCICAGCTUCGCCGITCCTGGAGTAGGGETACCTGGAGTGGGCG
GATUTATGTOCGAGCTCGAGAAAGACGTTTATOTICTAGAGGTGGACTGOCATTCCCCATGCCCCTCUAGAAA
CAGTCAACCTCACCTCTGACACGLC AGAAGATCACATCAUUTECACCTCAGACCAGAGACATOGAGTC
ATAGGCTCIGCAAAGACCCTGACCATCACTGTCAAAGAGTTICTAGATGCTGGUCAGTACACCTGCCACAA
AGGAGGCGAGACTCTGAGCCACTCAUATCTGCTOUTCCACAAGAAGGAAAATCGAATTIGGTCCATTGAA L
TETTAAAAAATTTCAAAAACAAGACTTTCCTCAAGTOGTUAAGUACCAAATTACTCCGGATCGGTICACGTGOT
CATGGCTGGTGCAAAGAAACATGGACTIGAAGTTICAACATCAAGAGCAGTAGCAGTCCCCCCCATTOTCLA
(-L AGTCGACATCTGOAATCLUGTUTCTGTCTGUAGAGAAGGTCACAUTOGACCAAAGCGAUTATOAGRAAGTA
TFCAGTGTCCTGUCAGGAGGATGTCACCTOCCCAACTOUUGAGGAGACCCTGUCCATICAACTUGUGTTOG
AAGCACGGUAGCAGAATAAATATGAGAACTACAGUACCAGCTTCTTUATCAGGGACATCATCAAMACOAGAU
CCGCCCAAGAACTTGCAGATGAAGUUTTICAAGAACTCACAGGTGGAGGTCAGCTGGGAGTAUCCIGALIT
CTGGAGCACTCCCCATICCTACTTCTICCCTCAAGTICTTIGCTTICGAATCCAGCGUAAGAAAGAAAAGATGAA
GGAGACAGAGGAGGGGTGTAACCAGAAAGGTCCCTTUCTCGTAGAGAAGACATCTAUCGAAGTCCAATGUS
AAGGCGGGAATCTCTGCGTCCAAGCTCAGGATCGCTATTACAATTCCTCAT (r( A(x( ,\A(, TCCUCATOTOTIY
COTGCAGGGCTCCGATCCTAGUGATGC ,-\A( (J(.n\ 16

- ‘\A(t'\A( A lh“u\(‘ AAAAGUGUCAGUAAAAGUUCAGGAACCUGTAAAAAGGCCGUGT LU GO0
[CIRAN 3('( ATAGLETCCGU GACGAGECATCACAAAAATCOACGUTUAAGTCAGAGHG GG GAAATUCGAD
AGGACTATAAAGAL '\\( ¥ i"((“!'(i!'}.‘\;\ﬁ‘. FCCUTCGT FOTTG CGACCUTGOUGO T EACUG

ACCTOT e (UACGUVGTAGGT OO T ey
L(x\f CECTOCGE O AT O Ga by
CACTGUTAACAGG AT EAGOA LAY
FACACTAGAAGAAC AW T
. "'if\’!(‘i AN AUAASCOALY
TCTOAAGAAGATUC
TCATGAGATTATCAAA
CATATATGAUTAAATTG

TICATOCCATAGT TGO
CTGCAATUATACCGEGA
SAGCGUAGAAGTOGTOUT
CGUCAUTTAATAGTT
'! If‘\'l [(r\(ri !( ( G

COCGUTAAGACACGAUT TATC GCCAC G
GOTGCHACAGAGHTOTTGAAGTGOTGGUCT
JCTGAALCCAG TTACUTTCGGAAAAAGAUTY
TEETITG AAGCAGUAGATTAUGUC
AGTGHGAAL (s.-\fs AACTCACGT lr\f\(xl:tx’\{ !

ATCGTCTTGAGTOC

COAGUTATUTAGL

SGTATCTUCGET A%
!

MGALUTTAUATOATCCCCT 11 7’\:\‘\’\:\‘\{:(. GUTT
H‘G(:‘(,'(V(SX‘:A(H TEATUAC l( TCOTTATGOCAGCACTGEAT AATTUTOT FACTU MO ATGE
SEN *\fu\l U7 l CITCTGFGACTORGTOAG T ACTUAACTAAG TCATTUTGAGAATALTHEATHCGUUGAUCHA

TOUTEN TGO GGUO TCAA TACGOGUATAATACUGUGUUACATAGUAGAACT ITAAAAGTGUC \H"\'H(v(u\\
AACGTICTTCOGOGUGAAAACTC GUATCITACCGUTGITTOAGATCCAGTICUA TG i”\;'ﬂ(( VRO G AL
CAACTGATCTTCAGUATOIT YA CACCAGUGHTIUTGUHG TGAGUAAA AAUAL AAAA Lt AAA
ARAGUOAA TAAGGGUOATCACUUAS \’\le'i(rw\'\f:\( TCATACTUTTCCTTITIOAAT, v i IR
GUGTTATTOTOTY r\l(v\h(w(n\i/\( ATTTGAATUTATTTAGAAANAA TAAACARA
FICOCCGAAAAGTGUCACCTGACH]T AGAAACCATTATTATUATGACATTAAL f\!'\r\"a'\
COAGGUCUTTICGTCICGOGCGET UG T OATOGALGU THAAA ALC GACACATICAGCTC
CAGCTTGTCTGTAAGCGGATGUCGOGAGUAGAC A AG(L AGH CHTUAGUGGETG
GGCTGGCTTAACTATGUGGCATCAGAGUAGATIOTACTOAGAGTGCACCATATGGATUTCOGAGUGG
AAATATCTTTATTITCATTACATCTUTGTOTIGGTTITITGTG TG AATCGTAACTAACATACGCTCTCC W
(‘ArRAACGAI\ AUAAANACAAACTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGUGTGCCAGAACATTIC] it ( r:ﬂ ‘ (6
GA

i

secuencias de tmpk
SEQID NO: 6
<211> 639

<212> ADN
<213> Homo sapiens

52



atggcggece
60
acgcagagcc
120

cggttecegg
180

agtgacgtgg
240

ccgttaatta
300

tetggtgtgg
360

gacgtgggee
420

gccaagcggg
480

ctecggtgtt
540

tccaaaagca
600

actgccacag
639

SEQID NO: 7

<212> PRT

ggcgeggggc

gcaagctggt

aaagatcaac

aggatcactc

aggaaaagtt

cctteacegg

ttceccaaacce

gagegtttgg

teccaccaget

tcgaagetgt

tectcatagtg

ggaagcgctg

tgaaatcggce

ggtgcacctg

gagccaggge

tgccaaggag

cgacctggtce

ccatgagcge

catgaaagac

ccatgaggac

agaagccget

<213> Homo sapiens

Met Ala Ala Arg Arg

1

Ala Gly Lys

Ala Gly His
35

Ile Gly Lys
50

5

Ser Thr
20

Arg Ala

Leu Leu

40

55

ES 2 654 303 T3

ctggagggceg

tgcgecgegg

aaacttctga

cttttttctg

gtgacccteg

aatttttcece

ctgttectec

tatgagaacg

acgactttga

atccgegtge

tggaccgege

gccaccgege

gttcctactt

caaatcgetg

tcgtggacag

tagattggtg

agttacagct

gggcttteca

actggaagat

tctetgagga

gggggagceta

10

60

53

30

45

cgggaagagc

cgaactgcte

gcaaaagaaa

ggaacaagtg

atacgcattt

taaacagcca

ggcggatget

ggagcegggceg

ggtggatgcet

cgecatcege

tggaagtga

Gly Ala Leu Ile Val Leu Glu Gly Val Asp Arg
15

Gln Ser Arg Lys Leu Val Glu Ala Leu Cys Ala
25

Glu Leu Leu Arg Phe Pro Glu Arg Ser Thr Glu

Ser Ser Tyr Leu Gln Lys Lys Ser Asp Val Glu



Asp

65

Pro

Arg

Ser

Leu

Ala

145

Leu

Met

val

Glu

His

Leu

Tyr

Leu

val

130

Phe

Arg

Val

Leu

Leu
210

Ser

Ile

Ala

Asp

115

Leu

Gly

Cys

Asp

Ser

195

Trp

SEQID NO: 8

<211> 639
<212> ADN
<213> Homo sapiens

atggcggceec  ggegegggge

60

acgcagagcec

120

cggttceegg

180

agtgacgtgg

240

ccgttaatta

300

val Leu

70

His

Glu
85

Lys Lys

Phe
100

Ser Gly

Trp Cys Lys

Phe Leu Gln

His Glu Arg

150

Phe His Gln

165

Ala
180

Ser Lys

Glu Asp Ala

Lys

gcaagctggt

aaagatcaac

aggatcactc

aggaaaagtt

Leu

Leu

val

Gln

Leu

135

Tyr

Leu

Ser

Ile

Phe

Ser

Ala

Pro

120

Gln

Glu

Met

Ile

Arg
200

Ser

Gln

Phe

105

Asp

Leu

Asn

Lys

Glu

185

Thr

tctecatagtg

ggaagcgctg

tgaaatcgge

ggtgcacctg

gagccagggc

ES 2 654 303 T3

Ala Asn

75

Gly val

Thr Gly
Val Gly
Ala

Asp

Ala
155

Gly

Asp Thr

170

Ala Val

Ala Thr

Arg

Thr

Ala

Leu

Ala

140

Phe

Thr

His

Glu

ctggagggeg

tgcgeegegg

aaacttectga

cttttttctg

gtgacccteg

54

Trp Glu

Leu Val

95

Glu
110

Lys

Pro
125

Lys

Ala Lys

Gln Glu

Leu Asn

Glu Asp

190

Lys
205

Pro

tggaccgege

gccaccgege

gttcctactt

caaatcgcetg

tcgtggacag

Gln

Val

Asn

Pro

Arg

Arg

Trp

175

Ile

Leu

val
80

Asp

Phe

Asp

Gly

Ala

160

Lys

Arg

Gly

cgggaagagc

cgaactgctce

gcaaaagaaa

ggaacaagtg

atacgcattt



tctggtgtgg
360

gacgtgggcce
420

gccaageggg
480

ctceggtgtt
540

tccaaaagca
600

actgccacag
639

SEQID NO: 9

<211> 212
<212> PRT

ccttcecaccgg

ttecccaaacc

gagcgtttgg

tcecaccaget

tcgaagetgt

tgccaaggag

cgacctggtce

ccatgagcgce

catgaaagac

ccatgaggac

agaagccget

<213> Homo sapiens

Met Ala Ala
1

Ala Gly Lys

Ala Gly His

Ile Gly Lys

Asp His Ser

65

Pro Leu Ile

Arg Tyr Ala

Ser Leu Asp

115

Val
130

Leu Leu

Arg Arg
5

Gly

Ser Thr Gln

20

Arg Ala Glu

Leu Leu Ser

Val His Leu

70

Glu
85

Lys Lys

Phe
100

Ser Gly

Trp Cys Lys

Phe Leu Gln

Ala Leu Ile

Ser Arg Lys

25

Leu Leu Arg

Ser
55

Tyr Leu

Leu Phe Ser

Leu Ser Gln

Val Ala Phe

105

Gln Pro

120

Asp

Leu Gln

135

Leu

ES 2 654 303 T3

aatttttece

ctgttecctece

tatgagaacg

acgactttga

atcegegtyge

tagattggtg

agttacagct

gggcttteca

actggaagat

tectetgagga

gggggagcta

vVal
10

Leu Glu

Leu val Glu

Phe Pro Glu

Gln Lys Lys

60

Ala Asn

75

Arg

Gly Val Thr

90

Thr Gly Ala

vVal Gly Leu

Ala Ala

140

Asp

55

Gly Val Asp

Ala Leu Cys

Arg Thr

45

Ser

Ser Asp Val

Trp Glu Gln

val val

95

Leu

Glu
110

Lys

Pro
125

Lys Pro

Ala Lys Arg

Asn

taaacagcca

ggcggatget

ggagcgggeyg

ggtggatget

cgccatecge

tggaagtga

Arg

Ala

Glu

Glu

vVal

80

Asp

Phe

Asp

Gly



10

Ala Phe Gly His Glu Arg Tyr Glu
145 150
Leu Arg Cys Phe His Gln Leu Met
165
Met Val Asp Ala Ser Lys Ser Ile
180

Val Leu Ser Glu Asp Ala Ile Arg

195 200
Glu Leu Trp Lys

210

SEQID NO: 10
<211> 636
<212> ADN
<213> Homo sapiens
atggcggecce ggegegggge tctcatagtg
60
acgecagagce gcaagctggt ggaagcegetg
120
ttcccggaaa gatcaactga aatcggcaaa
180
gacgtggagg atcactcggt gcacctgctt
240
ttaattaagg aaaagttgag ccagggcgtg
300
ggtgtggect tcaccggtge caaggagaat
360
gtgggcecttec ccaaacccga cctggtcecctg
420
aagcggggag cgtttggcca tgagcgetat
480
cggtgtttce accagctcat gaaagacacg
540
aaaagactcg aagctgtcca tgaggaactc
600
gccacagaga agccgctggg
636
SEQID NO: 11
<211> 211
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Asn

Lys

Glu

185

Thr

ES 2 654 303 T3

Gly Ala Phe

155

Asp Thr Thr

170

Ala Val His

Ala Thr Glu

ctggagggceg

tcgegeggge

cttetgagtt

ttttectgcaa

accctegteg

ttttcecctag

ttecctecagt

gagaacgggg

actttgaact

cgcgtgetet

Gln

Leu

Glu Arg Ala

160

Asn Trp Lys

175

Glu
190

Lys
205

tggaccgege

caccgcecga

cctacttgca

atcgetggga

tggacagata

actggtgtaa

tacagctggce

ctttecagga

ggaagatggt

ctgaggacgc

ggagctatgg

56

Asp Ile Arg

Pro Leu Gly

cgggaagagce

actgctccgg

aaagaaaagt

acaagtgcceg

cgcattttet

acagccagac

ggatgctgcee

gcgggegcete

ggatgcttce

catccgcact

aagtga



Met Ala Ala Arg

Ala Gly Lys Ser
20

Gly Pro Pro Pro
35

Gly Lys Leu Leu
50

His Ser Vval His
65

Leu Ile Lys Glu

Tyr Ala Phe Ser
100

Leu Asp Trp Cys
115

Val Leu Phe Leu
130

Phe Gly His Glu
145

Arg Cys Phe His

Val Asp Ala Ser
180

Leu Ser Glu Asp
195

Leu Trp Lys
210
SEQ ID NO: 12

<211> 639
<212> ADN
<213> Homo sapiens

Arg

Thr

Glu

Ser

Leu

Lys

85

Gly

Lys

Gln

Arg

Gln

165

Lys

Ala

Gly

Gln

Leu

Ser

Leu

70

Leu

Val

Gln

Leu

Tyr

150

Leu

Arg

Ile

Ala

Ser

Leu

Tyr

55

Phe

Ser

Ala

Pro

Gln

135

Glu

Met

Leu

Arg

Leu

Arg

Arg

40

Leu

Ser

Gln

Phe

Asp

120

Leu

Asn

Lys

Glu

Thr
200

ES 2 654 303 T3

Ile

Lys

25

Phe

Gln

Ala

Gly

Thr

105

val

Ala

Gly

Asp

Ala

185

Ala

val

10

Leu

Pro

Lys

Asn

val

90

Gly

Gly

Asp

Ala

Thr

170

val

Thr

Leu

val

Glu

Lys

Arg

75

Thr

Ala

Leu

Ala

Phe

155

Thr

His

Glu

Glu

Glu

Arg

Ser

60

Trp

Leu

Lys

Pro

Ala

140

Gln

Leu

Glu

Lys

57

Gly

Ala

Ser

45

Asp

Glu

val

Glu

Lys

125

Lys

Glu

Asn

Glu

Pro
205

val

Leu

30

Thr

val

Gln

val

Asn

110

Pro

Arg

Arg

Trp

Leu

190

Leu

Asp

15

Ser

Glu

Glu

val

Asp

95

Phe

Asp

Gly

Ala

Lys

175

Arg

Gly

Arg

Arg

Ile

Asp

Pro

80

Arg

Ser

Leu

Ala

Leu

160

Met

val

Glu



atggcggceece
60

acgcagagcece
120

cggtteccgg
180

agtgacgtgg
240

ccgttaatta
300

tetggtgtgg
360

gacgtgggcce
420
gccaageggg
480

ctceggtgtt
540

tccaaaagcea
600

actgccacag
639

SEQID NO: 13

<211> 213
<212> PRT

ggcgegggge

gcaagctggt

aaagatcaac

aggatcactc

aggaaaagtt

ccttcaccgg

ttceccaaace

gagcgtttgg

tccaccaget

tcgaagetgt

tectcatagtyg

ggaagcgctg

tgaaatcgge

ggtgcacctg

gagccaggge

tgccaaggag

cgacctggte

ccatgagcege

catgaaagac

ccatgaggac

agaagccgcet

<213> Homo sapiens

Met Ala Ala
1

Ala Gly Lys

Ala Gly His
35

Ile Gly Lys
50

Asp His Ser

Arg Arg Gly
5

Ser Thr Gln

20

Arg Ala Glu

Leu Leu Ser

val His Leu

Ala Leu Ile

ES 2 654 303 T3

ctggagggceg

tgcgeegegg

aaacttctga

cttttttetg

gtgacccteg

aatttttcce

ctgttectec

tatgagaacg

acgactttga

atccgegtge

tggaccgege

gccaccgege

gttecctactt

caaatcgetg

tecgtggacag

tagattggtg

agttacagcect

gggettteca

actggaagat

tectetgagga

gggggageta

vVal Leu Glu

cgggaagagc

cgaactgcectce

gcaaaagaaa

ggaacaagtg

atacgcattt

taaacagcca

ggcggatgcet

ggagcgggcyg

ggtggatgct

cgececatecege

tggaaggac

Ser

Leu

Ser

55

Leu

Arg

Leu

40

Tyr

Phe

Lys

25

Arg

Leu

Ser

10

Leu Val

Phe Pro

Gln Lys

Ala Asn

Glu

Glu

Lys

60

Arg

58

Gly

Ala

Arg

45

Ser

Trp

Val Asp Arg
15

Leu Cys Ala

30

ser Thr Glu

Asp Val Glu

Glu Gln val



65

Pro

Arg

Ser

Leu

Ala

145

Leu

Met

val

Glu

Leu

TyTr

Leu

Val

130

Phe

Arg

val

Leu

Leu
210

Ile

Ala

Asp

115

Leu

Gly

Cys

Asp

Ser

195

Trp

70

Lys Glu Lys
85

Phe Ser Gly
100

Trp Cys Lys

Phe Leu Gln

His Glu Arg
150

Phe His Gln
165

Ala Ser Lys
180

Glu Asp Ala

Lys Asp

SEQ ID NO: 14

<211> 639
<212> ADN
<213> Mus musculus
atggcgtcge

60

acgcagggcc

120

cgtttececg

180

acggaactag

240

ccattaatta

300

tctggggttg

360

gtcggggage

tecaagetggt

aaagatcaac

aggatcactc

aggcgaagtt

ccttecactgg

Leu

val

Gln

Leu

135

Tyr

Leu

Ser

Ile

Ser

Ala

Pro

120

Gln

Glu

Met

Ile

Arg
200

Gln

Phe

105

Asp

Leu

Asn

Lys

Glu

185

Thr

gctcategtg

gaccgegetg

ggaaatcgge

cgtgcacctg

gaaccagggt

tgccaaagag

ES 2 654 303 T3

Gly

90

Thr

val

Ala

Gly

Asp

170

Ala

Ala

75

val

Gly

Gly

Asp

Ala

155

Thr

val

Thr

Thr

Ala

Leu

Ala

140

Phe

Thr

His

Glu

ctggagggtg

tgcgectegg

aagcttctga

ctcttectetg

gtgacccttg

aatttttece

59

Leu Val val
95

Lys Glu Asn
110

Pro Lys Pro
125

Ala Lys Arg

Gln Glu Arg

Leu Asn Trp
175

Glu Asp Ile
190

Lys Pro Leu
205

tggaccgtge tggcaagacce

gccacagage ggagctgetg

attcctactt ggaaaagaaa

caaaccgctg ggaacaagta

ttttggacag atacgeccettt

tggattggtg taaacaaccg

80

Asp

Phe

Asp

Gly

Ala

160

Lys

Arg

Gly



gacgtgggcece
420

gctgcacggyg
480

ctgttgtgtt
540

tccaaaagcea
600

aacgctgcac
639

ttcccaaacc

gagagtttgg

teccagcecaget

ttgaggaagt

tgacctgatc

ccttgagega

catggaagag

ccataaagaa

agaggccact

SEQID NO: 15

<211> 212
<212> PRT

<213> Mus musculus

Met Ala Ser
1

Ala Gly Lys

His
35

Ser Gly

Ile Gly

50

Lys

Asp His Ser

65

Pro Leu Ile

Arg Tyr Ala

Ser Leu Asp

115

Ile
130

Leu Leu

Glu
145

Phe Gly

Arg Arg Gly
5

Thr
20

Thr Gln

Arg Ala Glu

Leu Leu Asn

val His Leu

70

Ala
85

Lys Lys

Phe
100

Ser Gly

Trp Cys Lys

Phe Leu Gln

Leu Glu Arg

150

Ala Leu Ile

Gly Leu Lys

25

Leu
40

Leu Arg

Ser
55

TYyr Leu

Leu Phe Ser

Leu Asn Gln

Val Ala Phe

105

Gln Pro

120

Asp

Leu Gln Leu

135

Tyr Glu Thr

ES 2 654 303 T3

ctgttectte

tatgagaccg

aaaaacctca

atccgtgcac

agttacaatt

ggactttcca

actggaaggt

actctgagga

gggggagcta

Val
10

Leu

Leu val

Phe Pro

Glu Lys

60

Ala Asn

75

Gly val

90

Thr Gly

val Gly

Leu Asp

140

Thr
155

Gly

60

Glu

Thr

Glu

Lys

Arg

Thr

Ala

Leu

Ala

Phe

Gly val

Ala Leu

30

Arg Ser

45

Thr Glu

Trp Glu

Leu Val

95

Glu
110

Lys

Pro
125

Lys
Ala

Ala

Gln Lys

Asp

cys

Thr

Leu

Gln

Leu

Asn

Pro

Arg

Gln

gctggacget

aaagcaggtt

ggttgatgct

cgccatcecga

tggaaataa

Arg

Ala

Glu

Glu

val

80

Asp

Phe

Asp

Gly

val
160
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Leu Leu Cys Phe Gln Gln Leu Met Glu Glu Lys Asn Leu Asn Trp Lys
165 170 175

Val Val Asp Ala Ser Lys Ser Ile Glu Glu Val His Lys Glu Ile Arg
180 185 190

Ala His Ser Glu Asp Ala Ile Arg Asn Ala Ala Gln Arg Pro Leu Gly
195 200 205

Glu Leu Trp Lys
210

SEQ ID NO: 16

<211> 212

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Met Ala Ala Arg Arg Gly Ala Leu Ile Val Leu Glu Gly Val Asp Arg
1 5 10 15

Ala Gly Lys Ser Thr Gln Ser Arg Lys Leu Val Glu Ala Leu Cys Ala

Ala Gly His Arg Ala Glu Leu Leu Arg Phe Pro Glu Arg Ser Thr Glu

Ile Gly Lys Leu Leu Ser Ser Tyr Leu Gln Lys Lys Ser Asp Val Glu
50 55 60

Asp His Ser Val His Leu Leu Phe Ser Ala Asn Arg Trp Glu Gln Val
65 70 75 80

Pro Leu Ile Lys Glu Lys Leu Ser Gln Gly Val Thr Leu Val Vval Asp

Arg Tyr Ala Phe Ser Gly Val Ala Tyr Thr Gly Ala Lys Glu Asn Phe
100 105 110

Ser Leu Asp Trp Cys Lys Gln Pro Asp Val Gly Leu Pro Lys Pro Asp
115 120 125

Leu Val Leu Phe Leu Gln Leu Gln Leu Ala Asp Ala Ala Lys Arg Gly
130 135 140

Ala Phe Gly His Glu Arg Tyr Glu Asn Gly Ala Phe Gln Glu Arg Ala
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145

Leu

Met

Val

Glu

SEQID NO: 17

Arg

val

Leu

Leu
210

Cys

Asp

Ser

185

Trp

<211> 214
<212> PRT
<213> Homo sapiens

Met Ala Ala Arg Arg

1

Ala

Ala

Ile

Asp

Pro

Arg

Ser

Leu

Gly

Gly

Gly

50

His

Leu

Tyr

Leu

val
130

Lys

His

35

Lys

Ser

Ile

Ala

Asp
115

Leu

Phe

Ala

180

Glu

Lys

Ser
20

Arg

Leu

Val

Lys

Phe
100

Trp

Phe

His
165

ser

Asp

5

Thr

Ala

Leu

His

Glu

85

Ser

Cys

Leu

150

Gln

Lys

Ala

Gly

Gln

Glu

Ser

Leu

70

Lys

Gly

Lys

Gln

Leu

Ser

Ile

Ala

Ser

Leu

Ser

Leu

Leu

val

Gln

Leu
135

Met

Ile

Arg
200

Leu

Arg

Leu

40

Tyr

Phe

Ser

Ala

Pro
120

Thr

Lys

Glu

185

Thr

Ile

Lys

25

Arg

Leu

Ser

Gln

Phe

105

Asp

Pro
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Asp
170

Ala

Ala

Val

10

Leu

Phe

Gln

Ala

Gly

Thr

val

Glu

155

Thr

val

Thr

Leu

val

Pro

Lys

Asn

75

Val

Gly

Gly

Val

Thr

His

Glu

Glu

Glu

Glu

Lys

60

Arg

Thr

Ala

Leu

Gly
140

62

Leu

Glu

Lys
205

Gly

Ala

Arg

Ser

Trp

Leu

Lys

Pro

125

Leu

Asn

Asp

190

Pro

val

Leu

30

Ser

Asp

Glu

Val

Glu

110

Lys

Lys

Trp
175

Ile

Leu

Asp

15

cys

Thr

val

Gln

val

95

Asn

Pro

Arg

Lys

Arg

Gly

Gly

Ala

Glu

Glu

val

80

Asp

Phe

Asp

Ala



Arg

145

Arg

Trp

Ile

Leu

Ala

Ala

Lys

Arg

Gly
210

Arg

Leu

Met

Val

195

Glu

Gly

Arg

Val

180

Leu

Leu

Gln

Cys

165

Asp

Ser

Trp

Leu Asp Arg
150

Phe His Gln

Ala Ser Lys

Glu Asp Ala

200

Lys
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Tyr

Leu

Ser

185

Ile

Glu

Met

170

Ile

Ala

Asn Gly Ala

155

Lys Asp Thr

Glu Ala Vval

Thr Ala Thr
205

63

Phe

Thr

His

190

Glu

Gln

Leu

175

Glu

Lys

Glu

160

Asn

Asp

Pro
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REIVINDICACIONES

1. Una construccién de vector o virus aislado que comprende:
un vector lentiviral; y
un casete de expresion de IL-12, que comprende un polinucleétido, que codifica un polipéptido p35 y un
polipéptido p40; o un polipéptido de fusion de IL-12 que activa el receptor de IL-12;
para su uso en el tratamiento de un sujeto humano con cancer o con un mayor riesgo de cancer en donde el uso
comprende la transfeccion o la transduccion de una célula cancerosa con el fin de suministrar IL-12 al sujeto, en
donde la ceIuIa de cancer transfectada o transducida secreta IL-12 por encima de un nivel umbral de al menos 1.500
pg/ml/10° células/2 horas.

2. La construccién de vector o virus aislado para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el casete de
expresion de IL-12 comprende un polinucleétido que codifica el polipéptido de fusién de IL-12, en donde el
polinucledtido tiene al menos 70% de identidad de secuencia con la porcién de IL-12 de los SEQ ID NO: 4 0 5y el
polipéptido codificado se une a un receptor de IL-12.

3. La construccion de vector o virus aislado para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en
donde el vector lentiviral comprende uno o mas de una cadena principal de pHR', un elemento delta-GAG, un
Elemento de Respuesta a Rev (RRE) y un elemento regulador post-transcripcional del virus de la hepatitis de
marmota (WPRE) y uno o mas de: una repeticion terminal larga 5' (LTR), una secuencia sefal de VIH, un sitio de
empalme 5' de la sefal Psi del VIH (SD), un sitio de empalme 3' (SA), un promotor del factor de Elongacién alfa-1
(EF) y una LTR de auto-Inactivacion 3' (SIN-LTR), un tramo central de polipurina que tiene opcionalmente una
secuencia de nucleotidos del SEQ ID NO: 2 o una secuencia de nucledtidos con al menos 70% de identidad de
secuencia con el SEQ ID NO: 2; opcionalmente en donde el elemento regulador post-transcripcional del virus de la
hepatitis de marmota (WPRE) tiene una secuencia de nucledtidos del SEQ ID NO: 3 o una secuencia de nucleétidos
con al menos 70% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 3, preferiblemente en donde la construccion de
vector o virus aislado comprenden un elemento delta-GAG, RRE, WPRE, LTR, secuencia de sefial de VIH, SD, SAy
SIN-LTR.

4. La construccion de vector o virus aislado para su uso de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente, que
comprende adicionalmente un polinucleétido que codifica un polipéptido activador que convierte un profarmaco en
un farmaco.

5. La construccion de vector o virus aislado para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en donde el
polinucleétido activador es un polinucledtido tmpk modificado, y preferiblemente en donde el polinucleétido activador
comprende un polinucleétido tmpk modificado con al menos 80% de identidad de secuencia con el SEQ ID NO: 8§,
y/o el SEQ ID NO: 10, y/o el SEQ ID NO: 12, y/o el SEQ ID NO: 14; y preferiblemente, en donde la construccion de
vector o virus aislado comprenden adicionalmente un casete de deteccién y/o un casete inmunomodulador.

6. La construccion de vector o virus aislado para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, que comprenden el
casete de deteccion y/o el casete inmunomodulador, en donde el casete de deteccion comprende un polinucleétido
seleccionado entre CD19, CD19 truncado, CD20, CD24 humano, HSA murino, CD25 humano (huCD25), una forma
truncada de baja afinidad del receptor del factor de crecimiento nervioso (LNGFR), CD34 truncado, eGFP, eYFP, y
cualquier otra proteina fluorescente o receptor de eritropoyetina (EpoR); o, alternativamente, un polinucleétido con al
menos 70% de identidad de secuencia con cualquiera de dichos polinucleotidos;

y/o en donde el casete inmunomodulador comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que modula una
célula inmunitaria, y preferiblemente en donde la célula inmunitaria es una célula dendritica o una célula T, cuya
célula T es preferiblemente una célula T CD4+,

y/o en donde el casete inmunomodulador comprende un polinucleétido que codifica CD40L, IL-7, o IL-15.

7. Una célula aislada y/o transducida que secreta IL-12 a un nivel umbral o por encima del mismo, para su uso en €l
tratamiento de un sujeto humano con cancer o con un mayor riesgo de cancer, en donde la célula se transduce con
la construccion de vector o virus aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, 0 una composicion que
comprende dicha construccion de vector o virus aislado, y en donde la célula es una célula cancerosa cuya célula
cancerosa es de una linea celular establecida, o alternativamente, cuya célula cancerosa es una célula de cancer
primaria, o una célula de cancer derivada de un sujeto y/o una célula leucémica, en donde la célula leucémica es
preferiblemente una célula de LLA o una célula de LLC; y,

en donde el que el nivel umbral es de al menos 1.500 pg/ml/10 células/2 horas de IL-12 y preferiblemente en donde
el nivel umbral es de 1500-2.500 pg/ml/10° celulas/2 horas, o 2.500-5.000 pg/ml/10°células/2 horas 0 5.000-7.500
pg/ml/10°células/2 horas, o 7.500-10.000 pg/ml/10°células/2 horas, o 10. OOO 12.500 pg/ml/10°células/2 horas, o
12.500- 15 000 pg/ml/10°células/2 horas, o 15 000-17.500 pg/ml/10°células/2 horas, o 17.500-20.000
pg/ml/10°células/2 horas o al menos 20.000 pg/ml/10°células/2 horas de IL-12.

8. Una poblacion de células aisladas y/o transducidas que secretan IL-12 que comprende una pluralidad de células
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como se define en la reivindicacién 7 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, cuya poblacién comprende al
menos de 0,1 a 1% células cancerosas que producen IL-12, y preferiblemente 0,5%, 0 1% o 1-5% o 5-10%, o 10-
20% o mas células cancerosas productoras de IL-12, y en donde la poblacion de células secreta IL-12 por encima de
un nivel umbral necesario para inducir o mejorar una respuesta inmunitaria dependlente de células T CD4+, cuyo
nivel umbral es de al menos 1.500 pg/ml/10° celulas/2 horas, o 1.500-2.500 pg/ml/10° células/2 horas 0 2.500-5.000
pg/ml/10° células/2 horas 0 5.000-7.500 pg/ml/10° células/2 horas, o 7.500-10.000 pg/ml/10° células/2 horas, 0
10.000-12.500 pg/ml/10°® células/2 horas, o 12.500-15.000 pg/ml/10° células/2 horas o 15.000-17.500 pg/ml/10°
células/2 horas, 0 17.500-20.000 pg/ml/10° células/2 horas o al menos 20.000 pg/ml/10° células/2 horas de IL-12.

9. Una composicion que comprende la construccion de vector, el virus aislado, la célula o la poblacion de células
para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

10. Un método ex vivo para expresar IL-12 en una célula, cuya célula es una célula cancerosa, que comprende
poner en contacto la célula con la construccion de vector o virus aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 6 o una composiciéon que comprende dicha construccion de vector o dicho virus aislado, en condiciones que
permiten la transfeccién o transduccién de la célula, en donde el nivel de IL-12 producido es superior a un nivel
umbral que mejora la maduraC|on de células dendriticas y/o la presentamon de antigenos cuyo nivel umbral es aI
menos de 1.500 pg/ml/10° células/2 horas o 1.500-2.500 pg/ml/10° celulas/2 horas, o 2.500-5.000 pg/ml/10°
celulas/2 horas, 0 5.000-7.500 pg/ml/10° células/2 horas 0 7.500-10.000 pg/ml/10° células/2 horas 0 10.000-12.500
pg/ml/10° células/2 horas 0 12.500-15.000 pg/ml/10° células/2 horas 0 15.000-17.500 pg/ml/10° células/2 horas, o
17.500-20.000 pg/ml/10° células/2 horas o al menos 20.000 pg/ml/10° células/2 horas de IL-12, y preferiblemente en
donde la IL-12 es secretada, y preferiblemente en donde el método comprende adicionalmente una etapa de
aislamiento de la célula transducida o de aislamiento de una poblacién de células que comprende la célula
transducida, y/u opcionalmente la detencion del crecimiento de la célula transducida.

11. La construccién de vector o virus aislado para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
6, la célula secretora de IL-12, o la poblaciéon de células para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 7 o la
reivindicacion 8, y/o la composiciéon para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el uso comprende la
reduccion del numero de células tumorales o la carga de cancer en un sujeto humano que lo necesita, en donde el
cancer es leucemia, y preferiblemente en donde la leucemia es LLA, LMA, LMC, o LLC.

12. La célula secretora de IL-12 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7 o la poblacién de células para su uso
de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde la célula o las células es/son células de la leucemia para su uso en el
tratamiento de un sujeto humano con leucemia.

13. Un método de preparacion de una composicion para el suministro de IL-12 a un sujeto humano, cuyo sujeto tiene
cancer o en mayor riesgo de cancer, comprendiendo el método:
a. la generacion de una célula secretora de IL-12 poniendo en contacto una célula cancerosa con una
construcciéon de vector o virus aislado como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o una
composicion que comprende dicha construccién de vector o virus aislado en condiciones que permiten la
transfeccién o transduccioén de la célula cancerosa, en donde la IL- 12 secretada por célula esta por encima de
un nivel umbral, cuyo nivel umbral es de al menos 1.500 pg/ml/10° células/2 horas 0 1.500-2.500 pg/ml/10°
células/2 horas, 0 2.500-5.000 pg/ml/10° células/2 horas, o 5. 000 7.500 pg/ml/10° células/2 horas, o 7.500-
10.000 pg/ml/10° células/2 horas, o 10. 000 12.500 pg/ml/10° células/2 horas, o 12. 500 15.000 pg/ml/10°
células/2 horas, o 15. 000 17.500 pg/ml/10° células/2 horas, o 17.500-20.000 pg/ml/10° células/2 horas o al
menos 20.000 pg/ml/10° células/2 horas de IL-12; y
b. aislar un numero eficaz de las células secretoras de IL-12 generadas para su introduccion en el sujeto,
en donde el vector lentiviral comprende un CPPT y/o WPRE, y opcionalmente en donde el método comprende
adicionalmente la detencion del crecimiento de las células secretoras de IL-12, por ejemplo por irradiacion.

14. La célula secretora de IL-12 o poblaciéon de células para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7, 8 y 12, en donde la célula cancerosa deriva de un sujeto con cancer, y preferiblemente en donde
el cancer es una leucemia, y mas preferiblemente en donde la leucemia es LLA, LMA, LMC o LLC;

y/o en donde la respuesta inmunitaria iniciada esta sustancialmente libre de inducir o potenciar una respuesta
inmunitaria dependiente de células T CD8", y/o inducir o potenciar citoquinas antagénicas; y

en donde la IL-12 secretada por la célula esta por encima de un nivel umbral cuyo nivel umbral es de al menos 1.500
pg/ml/10° celulas/2 horas, o 1.500-2.500 pg/ml/10° células/2 horas 0 2.500-5.000 pg/ml/10° células/2 horas 0 5.000-
7.500 pg/ml/10°® células/2 horas, 0 7.500-10.000 pg/ml/10° células/2 horas, o 10.000-12.500 pg/ml/10° células/2
horas, o 12.500-15.000 pg/ml/10° células/2 horas, 0 15.000-17.500 pg/ml/10® células/2 horas, o 17.500-20.000

pg/ml/10° células/2 horas o al menos 20.000 pg/ml/10° células/2 horas de IL-12.

15. La célula secretora de IL-12 o poblacion de células para su uso de acuerdo con una cualquiera de 7, 8, 11, 12y
14, en donde el nivel de IL-12 producida esta por encima de un nivel umbral que mejora la maduracion de células
dendriticas y/o la presentacion de antigenos en donde la IL-12 secretada por la célula esta por encima de un nivel
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umbral cuyo nivel de umbral es de al menos 1500 pg/ml/10° celulas/2 horas, o 1.500-2.500 pg/ml/10° celulas/2
horas, o 2.500-5.000 pg/ml/10°® células/2 horas 0 5.000-7.500 pg/ml/10° células/2 horas 0 7.500-10.000 pg/ml/10°
células/2 horas, 2 10.000-12.500 pg/ml/10° células/2 horas 0 12.500-15.000 pg/ml/10° células/2 horas, 2 15.000-
17.500 pg/ml/10° células/2 horas, o 17.500-20.000 pg/ml/10° células/2 horas o al menos 20.000 pg/ml/10° células/2
horas de IL-12.

16. La construccién de virus, el virus aislado, la célula secretora de IL-12, la poblacién de células para su uso o el
método de cualquier reivindicacion precedente, en donde el cancer se selecciona de un cancer sélido y una
leucemia, preferiblemente una leucemia; y/o la célula cancerosa se selecciona entre una célula de cancer sélido y
una célula de leucemia, preferiblemente una célula de leucemia.

17. La célula secretora de IL-12 o la poblaciéon de células para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 7, 8, 12, 14 a 16, o la composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el uso
comprende poner en contacto y/o expandir las células dendriticas y las células T ex vivo con la célula secretora de
IL-12, la poblacién de células, o la composicion, y administrar al sujeto las células dendriticas y T en contacto y/o
expandidas con o sin la célula transducida o la poblacion de células.

18. La célula secretora de IL-12 o la poblacién de células para su uso de acuerdo con la reivindicacion 17, en donde
la célula es, o la poblacion de células comprende, una célula de leucemia y el cancer es leucemia.
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FIGURA 7
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FIGURA 7 {CONTINUACION)

Terapia administrada IP Terapia mediada por células tumorales
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