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DESCRIPCION

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

La presente invencion, tal como se define en las presentes reivindicaciones, se refiere a composiciones y a métodos
para tratar cancer, en particular, a inmunoterapia de neoplasias malignas tales como glioma, mediante la
administracion de una dosis eficaz de un polipéptido con actividad biolégica de IL-12 y un ligando no agonista de una
CTLA-4.

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

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

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

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

CTLA-4 (N.° de ID de Uniprot P16410) se expresa sobre la superficie de linfocitos T colaboradores y transmite una
sefial inhibidora a los linfocitos T. CTLA-4 y CD28 se unen a CD80 (B7-1) y CD86 (B7-2) sobre las células
presentadoras de antigeno. CTLA-4 transmite una sefial inhibidora para linfocitos T, mientras que CD28 transmite
una sefial estimuladora. El tratamiento sistémico anti-CTLA-4 se ha aprobado para uso clinico y demuestra un
beneficio clinico. Se estd ensayando adicionalmente para otros diversos canceres sélidos (Hodi et al., N Engl J Med
363, 711-723 (2010); Graziani et al., Pharmacol Res (2012) Ene;65(1):9-22). Esta disponible un anticuerpo comercial
contra CTLA-4 con el nombre genérico de ipilimumab (comercializado como Yervoy).

La glucoproteina inmunoglobulina G (IgG) es una molécula efectora principal de la respuesta inmunitaria humoral en
el ser humano. Hay cuatro subgrupos distintos de IgG humana, denominados IgG1, 1gG2, 1gG3 y IgG4. Las cuatro
subclases presentan mas del 95 % de homologia en las secuencias de aminoacidos de los dominios constantes de
las cadenas pesadas, pero difieren con respecto a la estructura y a la flexibilidad de la region bisagra, especialmente
en el numero de enlaces disulfuro intercatenarios de cadenas pesadas en este dominio. Las diferencias estructurales
entre las subclases de IgG también se reflejan en su susceptibilidad a enzimas proteoliticas, tales como papaina,
plasmina, tripsina y pepsina.

Solo se conoce una isoforma de 1gG4 humana. Al contrario de la IgG1, la IgG2 y la IgG3 humanas, la IgG4 humana
no activa el complemento. Ademas, la 1IgG4 es menos susceptible a enzimas proteoliticas en comparacion con la
1gG2 y la 19gG3.

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

En el trascurso de un estudio centrado en el potencial terapéutico clinico de IL-12 en GBM de etapa avanzada en un
modelo de roedores relevante, sorprendentemente se descubrié que la combinaciéon de IL-12 con un bloqueo de
sefiales co-inhibidoras con anticuerpo anti-CTLA-4 lleva a la erradicacion casi completa del tumor y a la cura incluso
en etapas avanzadas de la enfermedad.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un medicamento de combinacién para su uso en
la terapia de tumores sdlidos, en particular, de tumores cerebrales, en particular, glioma, que comprende
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- un polipéptido de IL-12, o un vector de expresion de acido nucleico que comprende una secuencia que codifica
dicho polipéptido de IL-12, y

- un ligando no agonista de CTLA-4

en donde el polipéptido de IL-12 o el vector de expresién de acido nucleico, se proporciona mediante la
administracion en un tumor, en las proximidades de un tumor, o en el nédulo linfatico asociado con un tumor.

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

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

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

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

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

De acuerdo con una realizacion, el polipéptido IL-12 comprende un fragmento cristalizable de inmunoglobulina
humana G4. De acuerdo con una realizacion, el polipéptido de IL-12 tiene o comprende la secuencia de la SEQ ID
01. De acuerdo con otra realizacion, el polipéptido de IL-12 comprende una secuencia al menos el 95 %, el 96 %, el
97 %, el 98 % o el 99 % idéntica a la secuencia de la SEQ ID 01.

Las realizaciones en las que las cadenas del polipéptido de IL-12 estan fusionadas a fragmentos Fc de
inmunoglobulina muestran diferentes comportamientos farmacocinéticos en comparacion con la citocina
recombinante, que para algunas aplicaciones puede conferir un beneficio.

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

En una realizacién, el polipéptido de IL-12 se administra sistémicamente junto con el bloqueo sistémico de CTLA-4.
La IL-12 recombinante heterodimérica (peprotech) aplicada sistémicamente junto con el bloqueo sistémico de CTLA-
4 (i.p.) logré una mejora significativa en la supervivencia en comparacion con cualquier agente administrado por si
mismo (véase la Fig. 11).

En el contexto de la presente invencion, un ligando no agonista de CTLA-4 es una molécula que se une de manera
selectiva a CTLA-4 en condiciones que prevalecen en la sangre periférica, sin desencadenar el efecto biolégico de la
interaccion de CTLA-4 con cualquiera de los ligandos fisiolégicos de CTLA-4, en particular, CD80 y/o CD86.
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Un ligando no agonista de CTLA-4 en el sentido de la invencion se refiere a una molécula que es capaz de unirse a
CTLA-4 con una constante de disociacion de al menos 107 M*, 10® M™ 0 10° M y que inhibe la actividad biol6gica
de su respectiva diana.

Un ligando no agonista del polipéptido puede ser un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una molécula de tipo
anticuerpo o un oligopéptido, cualquiera de los cuales se une a y por lo tanto inhibe CTLA-4.

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

Un oligopéptido de acuerdo con el aspecto anterior de la invencion puede ser un péptido que proviene del sitio de
reconocimiento de un ligando fisioldgico de CTLA-4. Tal ligando de oligopéptido compite con el ligando fisiolégico por
la union a CTLA-4.

En particular, un ligando no agonista de CTLA-4 no lleva a una actividad atenuada de linfocitos T cuando se une a
CTLA-4 en la superficie de un linfocito T. En determinadas realizaciones, la expresion "ligando no agonista de CTLA-
4" abarca tanto antagonistas de CTLA-4 como ligandos que son neutros ante la sefializacion de CTLA-4. En algunas
realizaciones, los ligandos no agonistas de CTLA-4 usados en la presente invencion son capaces, cuando se unen a
CTLA-4, de bloquear de manera estérica la interaccion de CTLA-4 con sus compafieros de union CD80 y/o CD86.

En una realizacion, dicho ligando no agonista de CTLA-4 es una gamma inmunoglobulina que se une a CTLA-4, sin
desencadenar la respuesta fisioldgica de la interaccion de CTLA-4 con sus compafieros de union CD80 y/o CD86.

Los ejemplos no limitantes para un ligando de CTLA-4 son los anticuerpos aprobados clinicamente tremelimumab
(CAS 745013-59-6) e ipilimumab (CAS N.° 477202-00-9; Yervoy).

El término "gamma inmunoglobulina” en este contexto pretende abarcar tanto moléculas de inmunoglobulinas
completas como fragmentos funcionales de las mismas, en donde la funcién es la union a CTLA-4, PD-1 o PD-L1
(PD-L2) tal como se describe anteriormente.

La terapia de combinacion comprende dos formas de dosificacion diferentes, en donde dicho polipéptido de IL-12 se
proporciona como una forma de dosificacion para la administracién intratumoral o la administracion local en las
proximidades del tumor, y dicho ligando no agonista de CTLA-4 se proporciona como una forma de dosificacion para
la administracion sistémica, particularmente mediante inyeccion intravenosa. Sin embargo, dicho ligando no agonista
de CTLA-4 también se puede aplicar localmente del mismo modo que el polipéptido de IL-12. De acuerdo con otra
realizacion, el polipéptido de IL-12 se aplica directamente al nddulo linfatico que drena el tumor.

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

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

Las lesiones cancerosas son propensas a expandirse en el tejido préximo, asi como en distintas localizaciones en el
cuerpo, dependiendo de su origen. El 20-40 % de todos los canceres desarrollan metastasis cerebral; entre ellos, el
cancer de mama y de piel (melanoma) son las fuentes mas comunes de metastasis cerebral (Sofietti et al., J Neurol
249, 1357-1369 (2002)). De manera similar a los tumores cerebrales malignos primarios, las metastasis cerebrales
tienen un pronostico malo a pesar del tratamiento y son rapidamente letales. Los linfocitos T son la poblacion de
células efectoras cruciales para el rechazo del tumor mediado por IL-12 en el cerebro. El tratamiento de combinacion
de IL-12 junto con anti-CTLA-4, anti-PD-1, anti-PD-L1 o anti-PD-L2 se dirige especialmente a los linfocitos T para
activarlos y repolarizarlos. Dado que la metastasis cerebral crece en el mismo compartimento inmunolégico que los
tumores cerebrales primarios, los pacientes que padecen tumores cerebrales secundarios también se benefician del
tratamiento de combinacion.

En una realizacion, el medicamento de combinacién comprende un polipéptido de IL-12 que tiene una actividad
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biolégica de IL-12 proporcionada como una proteina de fusién que comprende el aminoacido de la p40 humana, la
secuencia de aminoacidos de la p35 humana y el fragmento cristalizable de la IgG4 humana, formulando dicho
polipéptido de IL-12 como una forma de dosificacion para la administraciéon intratumoral. De acuerdo con esta
realizacion, el medicamento de combinacion comprende adicionalmente una inmunoglobulina G generada contra
CTLA-4 como un ligando no agonista de CTLA-4 formulado como una forma de dosificacién para administracién
sistémica. De acuerdo con esta realizacion, el medicamento de combinacion se proporciona para el tratamiento de
neoplasias malignas, en particular, de glioma, glioblastoma multiforme, meningioma, melanoma, cancer de pancreas,
cancer de pulmén, cancer de prostata o cancer de vejiga.

De acuerdo con una alternativa de la invencion, una terapia de combinacion comprende un vector de expresion de
acido nucleico de IL-12 que codifica un polipéptido de IL-12 codificado que tiene una actividad biolégica de IL-12 y
un ligando no agonista de CTLA-4.

El ligando de CTLA-4 puede estar realizado por polipéptidos, en particular, por anticuerpos, tal como se expone
anteriormente. Un ejemplo no limitante para un polipéptido de IL-12 codificado es un fragmento cristalizable de
inmunoglobulina G fusionado a las cadenas de polipéptidos constituyentes de IL-12, IL-12 humana o un equivalente
funcional de las mismas. Un ejemplo no limitante es una construccién de fusion que tiene los polipéptidos
constituyentes de IL-12 enlazados por una secuencia de aminoacidos corta tal como se representa en la Fig. 1, cuya
secuencia de aminoacidos se da como SEQ ID 01 y la secuencia codificante de acido nucleico se da como SEQ ID
07.

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

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

Tal vector de expresion de acido nucleico de IL-12 se puede proporcionar como una forma de dosificacion para la
administracion intratumoral en combinaciéon con un ligando proteico no agonista de CTLA-4 y/o un ligando no
agonista de PD-1 tal como se expone anteriormente. De manera similar, el alcance de la presente invencién abarca
el uso de tal vector de expresion de acido nucleico de IL-12, en combinacién con un ligando no agonista de CTLA-4,
en un método para preparar un medicamento de combinacion para su uso en terapia de neoplasia maligna, en
particular, glioma, glioblastoma multiforme, meningioma, melanoma, cancer de pancreas, cancer de pulmoén, cancer
de préstata o cancer de vejiga. Asimismo, se proporciona un método para tratar a un paciente que padece de
neoplasia maligna, en particular, glioma u otro tumor de tejido sélido, que comprende la administracion de un vector
de expresion de acido nucleico de IL-12 que tiene una actividad biolégica de IL-12, y un ligando no agonista de
CTLA-4 y/o un ligando no agonista de PD-1 para dicho paciente.

Breve descripcion de las figuras

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

Fig. 1lb  muestra la proteina de fusion dada en la SEQ ID 01, la imagen de la izquierda muestra una
inmunotransferencia usando condiciones reductoras, desarrollada con un anticuerpo policlonal anti-Fc
humano acoplado con HRP, la imagen de la derecha muestra una tincioén de plata de la proteina de fusion
en condiciones no reductoras (DTT -) y en condiciones reductoras (DTT+)

Fig. 1c = muestra la produccion de IFN-y en monocitos de sangre periférica humana (PBMC) tal como se evalla
mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Las células se estimularon bien con IL-
12 humana recombinante heterodimérica comercialmente disponible (rhiL-12) o con la proteina de fusion
purificada dada SEQ ID 01 (hIL-12Fc) en presencia de un anticuerpo dirigido contra CD3 (estimulacién de
linfocitos T policlonales). Sin estimulo: sin estimulacion de IL-12 ni estimulacién de anti-CD3 (control de
valores iniciales). El experimento se realizd por triplicado, las barras de error denotan datos de e.e.m.
representativos de tres experimentos independientes

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

muestra la obtencién de imagenes de bioluminiscencia no invasiva (BLI) de glioma de ratones en ratones
C57/BI6 singénicos (n = 5-6 ratones por grupo) tras la implantaciéon de 2x10" células GI261 que expresan
de manera constitutiva luciferasa de photinuspyralis y que libera una proteina de fusién de IL-12 y el
fragmento cristalizable de inmunoglobulina G3 de ratén (GI261 IL-12Fc, (SEQ ID 02)) o solo Fc como
control (G1261 Fc). Panel superior: Cuantificacion de crecimiento tumoral que se correlaciona con el flujo
de fotones (f/s) en la regién de interés (RDI) frente a los dias tras la inyeccién de las células de glioma
modificadas. Panel inferior: Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier. Los datos son representativos de
2 experimentos independientes.

muestra la obtencion de imagenes de bioluminiscencia no invasiva (BLI) de glioma de ratones en
animales de TS y diferentes ratones mutantes (n = 5-7 ratones por grupo) tras la implantacion de 2x10*
células GI261 que expresan de manera constitutiva luciferasa de photinuspyralis y que libera una proteina
de fusion de IL-12 y el fragmento cristalizable de inmunoglobulina G3 de ratén (G261 IL-12Fc, (SEQ ID
02)). Panel superior: Cuantificacion del crecimiento tumoral mediante obtencién de imagenes por BLI
frente a los dias tras la inyeccidon de las células de glioma modificadas. Panel inferior: Analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier. A) se implantaron GI261 IL-12Fc en ratones que carecen de linfocitos Ty
de linfocitos B (Ragl’/') o de células NK (II-5ra"') 0 que carecen tanto de linfocitos T como de linfocitos B y
de células NK y de células de tipo inductor de te)'ido linfoide (RagZ"' II2rg'/'). B) se implantaron GI261 IL-
12Fc en ratones deficientes para el MHCII (la(b)™) y el MHCI (BZm"').(n:5-8 ratones/grupo), que carecen
de linfocitos T CD4 o CD8 positivos, respectivamente. Los datos son representativos de 2 experimentos
independientes.

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

muestra la obtencion de imagenes de bioluminiscencia no invasiva (BLI) de glioma de ratones en
diferentes ratones mutantes (n = 4-8 ratones por grupo) tras la implantacion de 2x10* células GI261 Fc
que expresan de manera constitutiva luciferasa de photinuspyralis y que libera una proteina de fusion de
IL-12 y el fragmento cristalizable de inmunoglobulina G3 de ratéon (GI261 IL-12Fc (SEQ ID 02)). A)
animales de ts (circulos blancos) y IFNy’/' (circulos negros) B) animales de ts (circulos blancos) y
Perforina” (circulos negros). Se muestra la cuantificacion de crecimiento tumoral que se correlaciona con
el flujo de fotones (f/s) en la regién de interés (RDI) frente a los dias tras la inyeccién de las células de
glioma modificadas (panel superior). Panel inferior: Analisis de supervivencia de Kaplan-Meier. Los datos
son representativos de 2 experimentos independientes.

muestra el crecimiento tumoral en ratones de ts inoculados con 2x10* células GI261 Fc. El tratamiento
comenzo el dia 21 (flechas). Se implantaron en los animales portadores de glioma las minibombas
osmoticas que administran IL-12Fc (SEQ ID 02) (o PBS). Los animales recibieron inyecciones por via i.p.
de anticuerpos que bloguean aCTLA-4 o de PBS comenzando el dia 22, seguido de inyecciones tal como
se indica en la figura. Gréfico superior: cuantificacion del flujo de protones en la RDI de animales de ts
portadores de tumor que recibieron el tratamiento indicado. Gréfico inferior: analisis de supervivencia de
Kaplan-Meier de los animales anteriores; PBS/PBS frente a IL-12Fc/aCTLA-4 p=0,0045, PBS/PBS frente
a IL-12Fc/PBS p=0,3435, PBS/ aCTLA4 frente a IL-12Fc/aCTLA-4 p=0,0101; Test de Log-rank (Mantel-
Cox). Datos representativos de tres experimentos independientes con 2-5 animales por grupo

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

muestra el crecimiento tumoral en ratones de ts inoculados con 2x10* células GI261 Fc. El tratamiento
comenz6 el dia 21 (flechas). Se implantaron en los animales portadores de glioma las minibombas
osméticas que administran IL-12Fc (SEQ ID 02). Los animales recibieron inyecciones por via i.p. de
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anticuerpos que bloquean aPD-1 o anticuerpos de isotipo de control comenzando el dia 22, seguido de
inyecciones tal como se indica en la figura. Grafico superior: cuantificacion del flujo de protones en la RDI
de animales de ts portadores de tumor que recibieron el tratamiento indicado. Grafico inferior; andlisis de
supervivencia de Kaplan-Meier de los animales anteriores; PBS/isotipo frente a IL-12Fc/aPD-1 p=0,0064,
Test de Log-rank (Mantel-Cox). Datos representativos de un experimento con 5-6 animales por grupo.

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

Fig. 11  muestra la administracion sistémica de IL-12 heterodimérica recombinante en combinacién con el bloqueo
de CTLA4. Se inyectaron 2x10” células GI261 Fc en el cuerpo estriado derecho de ratones de ts y se
siguid el tumor durante 90 dias. Tratamiento sistémico: en el dia 21 (flecha), los animales portadores de
tumor se trataron inicialmente con 20 ug de 1gG2b de ratdon aCTLA-4 (9D9) (triangulos rellenos de gris
claro, n=8), 200 ng de IL-12 heterodimérica recombinante (rlL-12) (triangulos rellenos de gris oscuro, n=9)
0 una combinacion de ambos (triangulos rellenos de negro, n=9) por inyeccion intraperitoneal (i.p.). El
grupo de control recibié solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (triangulos sin relleno, n=7). El
tratamiento se mantuvo con 100 pg de aCTLA-4 0 100 ng de rIL-12 o una combinacién de ambos 3 veces
/ semana hasta el final del experimento. Gréfico superior: cuantificacion del flujo de protones en la RDI de
animales de ts portadores de tumor que recibieron el tratamiento indicado. Grafico inferior: analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier de los animales anteriores; Se us6 un test Log-rank (Mantel-Cox) para
calcular los p-valores indicados; datos agrupados de dos experimentos independientes.

Ejemplos
Métodos
Animales

Los ratones C57BL/6 se obtuvieron de Janvier; los ratones b2m™, Ia(b)"', 2rb2™", Ragl"', RagZ"'IIng"', Prfl’” e Ifng”
" se obtuvieron de Jackson Laboratories. Los ratones lI5ra” se proporcionaron por S. Bulfone-Paus. Todos los
animales se mantuvieron enjaulados en condiciones especificas libres de patégenos con un ciclo de 12 horas de
luz/oscuridad y con comida y agua a voluntad. Todos los experimentos con animales se aprobaron por la oficina
veterinaria cantonal de Suiza (16/2009).

Lineas de células tumorales de rat6n

Las células de glioma de murino C57/BI6 (GI261) (generosamente proporcionadas por A. Fontana, Inmunologia
Experimental, Universidad de Zurich) se transfectaron con pGI3-ctrl (Promega) y pGK-Puro (generosamente
proporcionadas por T. Buch, Universidad Técnica, Munich). Las construcciones linealizadas se electroporaron en
una proporcion de 10:1 usando un multiporador de eppendorf, después se seleccionaron con 0,8 pg/ml de
puromicina (Sigma-Aldrich) para generar células GI261 estables para luciferasa. Se aisl6 un Unico clon mediante
dilucién limitante y se paso in vivo mediante inoculacién de tumor intracraneal, seguido por la disociacion del tumor
tras 4 semanas y la reselecciéon en 0,8 pg/ml de puromicina. Posteriormente, Las células se electroporaron con
pCEP4-migG3, pCEP4-mll-12migG3 (SEQ ID 09) y pCEP4-mlI-23mIgG3 (SEQ ID 08) (Eisenring et al, 2010) y se
selecciono la carga con 0,8 pg/ml de puromicina y 0,23 mg/ml de higromicina (Sigma-Aldrich). La produccion de
citocina se detectd6 mediante ELISA (OptEIA 11-12/23p40, BD Pharmingen) y rt-PCR (IgG3fw:
ACACACAGCCTGGACGC (SEQ ID 03) 1gG3rev: CATTTGAACTCCTTGCCCCT (SEQ ID 04)). las células GI261 y
las lineas celulares derivadas se mantuvieron en medio Eagle modificado de Dulbecco (Gibco, Invitrogen)
complementado con suero de ternera fetal al 10 % (FCS, del inglés fetal calf serum) en presencia de antibiéticos de
seleccion tal como se indica anteriormente a 37 °C y CO; al 10 %. Las células de melanoma murino B16-F10 se
obtuvieron de ATCC.

Expresion y purificacion de IL-12Fc

La IL-12Fc (SEQ ID 02) se expresé en células 293T tras la transfeccion mediada por fosfato de calcio de acuerdo
con los protocolos estandar con 45 pg de ADN vectorial (pCEP4-mIL-121gG3, SEQ ID 09)/placa de cultivo tisular de
15 cm. El sobrenadante se recolect6 3 dias y 6 dias tras la transfeccion, se hizo un filtrado estéril y se diluy6é a 1:1 en
PBS. La proteina se purificé usando un purificador (AktaPrime) sobre una columna de proteina G (1 ml, HiTrap, GE
Healthcare) eluida con 0,1 M de glicina a pH 2 y se dializ6 toda la noche en PBS a pH 7,4. La concentracion y la
pureza de IL-12Fc (SEQ ID 02) se midi6 mediante ELISA (OptEIA 11-12/23p40, BD Pharmingen) y SDS-PAGE
seguido por tincion de plata e inmunotransferencia. La IL-12Fc se detecté con un anticuerpo anti-IL12p40 de raton
en rata (C17.8, BioExpress) y un anticuerpo anti-rata en cabra acoplado a HRP (Jackson). Se us6 el mismo
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procedimiento para la expresién de IL-12Fc humana (SEQ ID 01,07).
Caracterizacion de IL-12Fc humana

La concentracion y la pureza de la IL-12Fc humana (SEQ ID 01) se midi6 mediante ELISA (IL-12 (p70 ) humana,
Mabtech, n.° 2455-1H-6) y SDS-PAGE seguido por tincion de plata e inmunotransferencia. El marcador de IgG4
humana se detectdé con un anticuerpo anti-lgG humana en cabra acoplado a HRP (n.° A0170, Sigma). Para la
caracterizacion funcional de la IL-12Fc (SEQ ID 01), las PBMC, adquiridas de acuerdo con las directrices éticas de la
Universidad de Zurich, se colocaron en placas a 100.000 células por pocillo en medio RPMI complementado con
suero de ternera fetal (FCS) al 10 % en placas de 96 pocillos y se estimularon bien con IL-12 humana recombinante
(Peprotech) o IL-12Fc humana (SEQ ID 01). Ambas citocinas se normalizaron entre si de acuerdo con las
concentraciones derivadas del ELISA de IL-12p70 humana (Mabtech, n.° 2455-1H-6). Las PBMC se estimularon en
presencia de 1 pg/ml de un anticuerpo de IgG2a anti-CD3 humano en raton (OKT3, Bio-X-cell). Tras dos dias de
cultivo en COz al 5 % y a 37 °C, el sobrenadante se cultivo y se sometié a un ELISA de anti-IFN-y humano (Mabtech,
n.° 3420-1H-6).

Inoculacioén de glioma ortotopico

En resumen, los ratones de 6-10 semanas de edad se inyectaron por via i.p. con Fluniximin (Biokema, 5 mg/kg de
peso corporal) antes de anestesiarlos con isoflurano al 3-5 % (Minrad) en una camara de induccion. Se afeitaron sus
cabezas con una maquinilla eléctrica. Tras montarlos en un marco estereotactico (David Kopf instruments), se
desinfect6 el cuero cabelludo de los animales con solucion de yodo al 10 % y se realizd una incision en la piel a lo
largo de la linea media. La anestesia en el marco estereotactico se mantuvo al 3 % de isoflurano administrada a
través de un adaptador nasal (David Kopf Instruments). Posteriormente, se monté una jeringa de extremo romo
(Hamilton, 75N, 26s/2"/2, 5ul) sobre una bomba de microinyeccion sobre el brazo manipulador y se coloc6 a 1,5 mm
lateral y a 1 mm frontal del bregma. La aguja se bajo al orificio de la fresa perforado manualmente a una profundidad
de 4 mm por debajo de la superficie de la duramadre y se retrajo 1 mm para formar un pequefio reservorio. Usando
la bomba de microinyeccion (UMP-3, World Precision Instruments Inc.) se inyectaron 2x10* células en un volumen
de 2 ul a 1 pl/min. Tras dejar la aguja en el lugar durante 2 minutos, se retrajo a 1 mm/min. El orificio de la fresa se
cerrd con cera para huesos (Aesculap, Braun) y la herida del cuero cabelludo se sellé con adhesivo tisular (Indermil,
Henkel).

Obtencidn de imagenes bioluminiscentes in vivo

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

Tratamiento de los gliomas establecidos

El d21 tras la implantacion de las células de glioma, los animales que portan el tumor se distribuyeron de manera
uniforme entre los grupos experimentales basandose en su flujo de fotones en RDI. Los animales con un flujo en la
RDI de menos de 1x10° f/s se consideraron como no aceptores y se excluyeron. 40-48 horas antes de la
implantacion (2 dias antes del comienzo del tratamiento), las bombas osméticas (Modelo 2004, 0,25 pul/h; Alzet) se
rellenaron con IL-12Fc de murino (SEQ ID 02, 8,33 ng/ul en PBS) o solo PBS y se cebaron a 37 °C en PBS.
Inmediatamente antes de la cirugia, se inyectd a los ratones con Fluniximin por via i.p. (Biokema, 5 mg/kg de peso
corporal). Se anestesio a los ratones con isoflurano al 3-5 %, se desinfectd el cuerpo cabelludo y se realizé una
incisién en la linea media. Se localiz6 el orificio de la fresa anterior de la inyeccién de glioma, se retird la cera para
hueso y el periostio y se colocé la bomba en una bolsa de piel formada en la espalda del animal. La canula de
infusion se baj6 a través del orificio de la fresa 3 mm hacia el centro putativo del tumor. La canula se conecto a la
bomba (kit de infusién cerebral 1l 1-3 mm, Alzet) mediante un tubo de silicona y se mantuvo en su lugar con
adhesivo de cianoacrilato. La piel se suturé con un hilo de nylon 4-0. Después de la cirugia, los ratones se trataron
durante 3 dias con Borgal al 0,1 % (v/v) (Intervet) en el agua que bebian. Las bombas se explantaron el dia 49. Se
inyectaron por via i.p. cinco dosis de anticuerpos de 1gG2b de ratén anti-CTLA-4 de ratdn (clon 9D9, bio-X-cell;
Peggs et al.; J Exp Med 206, 1717-1725 (2009)) o un volumen equivalente de PBS los dias 22 (200 pg), 26 (100 ug),
29 (100 pg), 35 (100 pg) y 42 (100 pg).

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

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

Histologia

Para la histologia, los animales se sacrificaron con CO2, se perfundieron por via transcardiaca con PBS enfriado en
hielo y se decapitaron. Se aislaron cuidadosamente los cerebros completos, se fijaron en formalina al 4 %, se
embebieron en parafina y se generaron secciones de 3 um para la tincién de HE y/o inmunohistoquimica para
detectar F4/80 (BM8; BMA biomedicals). Los anticuerpos primarios se detectaron con anticuerpos secundarios
acoplados con peroxidasa de rabano picante. La tincién se visualizé con 3,3’-Diaminobenzidina (DAB) como sustrato
de HRP. Las imagenes se generaron usando un microscopio de luz Olympus BX41 equipado con una camara
Olympus ColorViewlllu y un programa informatico de adquisicién de imagenes Olympus cell*B. Las vistas generales
de las secciones de cerebros completos se recortaron usando Adobe Photoshop CS3.

Analisis estadistico

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

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

Los presentes inventores han disefiado y clonado una proteina de fusiéon que consiste en la subunidad p40 de la IL-
12 humana unida mediante un enlazador peptidico flexible a la subunidad p35. Esta construccion de cadena simple
se fusion6 entonces a la regidn constante de la cadena pesada de la IgG4. (Fig. 1A). Los presentes inventores
denominaron esta proteina de fusién de cadena simple humana IL-12Fc (SEQ ID 01). Los presentes inventores
expresaron esta proteina en células embrionarias de rifion humano HEK293 y detectaron una forma dimera asi
como una forma monémera en condiciones naturales. En condiciones reductoras solo se detecté la forma monémera
(Fig. 1B). La IL-12Fc (SEQ ID 01) tiene propiedades funcionales similares a la IL-12 heterodimera comercialmente
disponible (obtenido de Peprotech). Para determinar si la IL-12Fc (SEQ ID 01) podria ser adecuada para superar el
entorno inmunosupresor local inducido por gliomas y para arrojar luz sobre los mecanismos efectores implicados, los
inventores expresaron una version de murino (Belladonna et al. J Immunol 168, 5448-5454 (2002), IL-12Fc (SEQ ID
02)) de esta citocina en células GI261 de glioma de ratén. Para medir el crecimiento tumoral intracraneal de manera
no invasiva mediante obtencién de imagenes de bioluminiscencia (BLI, del inglés bioluminiscence imaging), los
presentes inventores generaron en primer lugar una linea de GI261 que expresa de manera constitutiva luciferasa de
Photinus pyralis. Los presentes inventores denominaron a esta linea celular GI261-luc. A continuacion, los presentes
inventores modificaron esta linea celular para liberar de manera continua una proteina de fusion de IL-12 y el
fragmento cristalizable de inmunoglobulina G3 de ratén (IL-12Fc; SEQ ID 02, 09) o Fc (SEQ ID 08) solo como un
control (denominados 'GI261 IL-12Fc’ y 'GI261 Fc’, respectivamente). La secuencia de proteina de murino elegida de
la construccion de fusion es homodloga a la variante humana (SEQ ID 01) y consiste en las subunidades p40 y p35
de la IL-12 que estan conectadas a través de un enlazador (G4S); y las subunidades CH2, CH3 y los seis Ultimos
aminoéacidos de CH1 de IgG3, mientras que CH1 y CH2 estan conectadas por una region bisagra. Los vectores para
la expresion del fragmento de control y la construccion de fusion de IL-12 se representan en la SEQ ID 08 y 09,
respectivamente. La intencion de usar proteinas de fusién en lugar de la citocina recombinante fue ver si
presentarian una farmacocinética mejorada. Los presentes inventores confirmaron la secrecion de IL-12Fc (SEQ ID
02) mediante ELISA para las subunidades p40 y p70. Los presentes inventores confirmaron adicionalmente la
expresion de la cola Fc mediante RT-PCR. Cuando se implant6 por via intracraneal en el cuerpo estriado derecho,
las lecturas de bioluminiscencia y el volumen tumoral tal como se evallan mediante métodos estereoldgicos
presentaron una fuerte correlaciéon (datos no mostrados).

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

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

Para confirmar que la secrecion de IL-12Fc por GI261 IL-12Fc actla sobre el hospedador en lugar de en las propias
células tumorales, los presentes inventores observaron que el crecimiento de GI261 IL-12Fc y GI261 Fc es el mlsmo
en ratones que carecen del receptor para IL-12. El crecimiento desenfrenado de GI261 IL-12 en animales IL- 12r,82
demuestra que IL-12Fc actla especificamente sobre un tipo celular en el ratén receptor (datos no mostrados). Los
linfocitos T y las células NK estan entre los leucocitos mas sensibles a IL-12. Para ensayar de manera sistematica la
relevancia funcional del influjo mediado por IL-12Fc de estas células, los presentes inventores expusieron a una
serie de ratones mutantes a GI261 IL-12Fc intracraneal. Los presentes inventores implantaron células GI261 IL 12Fc
en ratones que carecen de linfocitos T y de linfocitos B (Ragl ) o de células NK convencionales (lI-15ra” ) o en
ratones que carecen tanto de linfocitos T como de linfocitos B, de células NK y de células de t|po inductor de tejido
linfoide (RagZ 112rg” ) (Fig. 4A). Tras una fase de retraso inicial hasta el dia 14 tras la inyeccion, todos los grupos
presentaron un fuerte aumento en luminiscencia hasta el dia 28, reflejando un fuerte crecimiento tumoral. Entre los
dias 28 y 42, la mayoria de los animales sucumbieron a los tumores. Solo los ratones de ts y II- 15ra” fueron
capaces de controlar el tumor y presentaron una supervivencia prolongada en comparacién con los animales Ragz
II2rg y Ragl Aunque los linfocitos T o los linfocitos B parecieron ser cruciales para el rechazo de glioma mediado
por IL-12Fc, la capacidad de los ratones II- 15ra” para rechazar GI261 IL-12 indica que las células NK eran en gran
medida prescindibles.

A continuacion, los presentes mventores investigaron la contnbumon de los linfocitos T CD4 y CD8 positivos usando
ratones deficientes en el MHCII (la(b)" ) y en el MHCI (82m” ) Al contrario que los ratones de ts, los ratones Ia(b)
que carecen de linfocitos T CD4 no pudieron controlar los tumores GI261 IL-12Fc, y los ratones ,32m sucumbieron
al glioma poco después (Fig.4B). La supervivencia en ambos grupos mutantes se acorté en comparacion con el
grupo de tipo silvestre. Estos datos demuestran claramente que el rechazo del tumor mediado por IL-12Fc depende
de la actividad de los linfocitos T, incluyendo los linfocitos T colaboradores y los CTL.

Ejemplo 3: La respuesta de memoria antitumoral esin  dependiente de IL-12Fc expresado ectépicamente.

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

Ejemplo 4: Los CTL son las principales células efect  oras del rechazo de glioma mediado por IL-12Fc.

Esta bien establecido que la IL-12 polariza los linfocitos T sin exposicién previa para adoptar un fenotipo de Tyl
(Trinchieri, Nat Rev Immunol 3, 133-146 (2003)). Para arrojar mas luz a los fundamentos mecanicos que subyacen al
rechazo inducido por IL-12 de glloma experimental, los presentes inventores expusieron ratones deficientes en la
citocina IFN-y distintiva de TH; (Ifng” ) con células GI261 que expresan IL-12Fc (Fig. 6A). Los animales se trataron
tal como se describe en la Fig. 3/ Ejemplo 1. Para su sorpresa, los presentes inventores observaron un rechazo
tumoral similar al de animales de ts, lo que sugiere que el mecanismo de rechazo es independiente de IFN-y. Por el
contrario, IL-12 también estimula la actividad citotoxica de los CTL. Cuando los presentes inventores analizaron el
papel de la perforina, una molécula citolitica expresada principalmente en los CTL CD8" y en células NK, los
presentes inventores observaron una clara diferencia en las curvas de supervivencia. (Fig. 6B). La perforina es una
molécula citolitica que se expresa principalmente por los CTL CD8" y por las células NK, pero también por los
linfocitos T CD4". Para investigar ad|C|onaImente el mecanismo de rechazo de glioma inducido por IL-12Fc, se
expusieron ratones deficientes en perforina (prfrl ) con células GI261 que expresan IL-12Fc. Al contrario de Ifng ,
los animales deficientes en perforina (prfrl ) no fueron capaces de controlar el tumor. Esto sostiene la nocion de
que los CTL son las principales células efectoras del rechazo de glioma mediado por IL-12Fc. Se observé una clara
diferencia en las curvas de supervivencia del ts 'y de prfl
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Ejemplo 5: La administracion local de IL-12Fc en com  binacidn con el bloqueo sistémico de CTLA-4 es efic  az
contra los gliomas experimentales de etapa avanzada

Para reforzar adicionalmente y prolongar el fenotipo activado de los linfocitos T, los presentes inventores bloquearon
la molécula coinhibidora CTLA-4 mediante anticuerpos neutralizantes en el siguiente conjunto de experimentos. La
IL-12 se administré localmente a ratones con tumores en etapas avanzadas. Se administr6 el tratamiento a animales
que se habian expuesto a GI261 Fc 21 dias antes y que ya presentaban fuertes sefiales de bioluminiscencia, lo que
indica una etapa avanzada de crecimiento de glioma. Tratamiento local: En el dia 21, se implantaron en los animales
portadores de glioma las minibombas osméticas que administran 50 ng de IL-12Fc/dia (o PBS). Tras 28 dias (dia 49
tras la inyeccion tumoral) se explantaron las bombas vacias de los animales que sobrevivieron. Tratamiento
sistémico: En el dia 22, los animales portadores de tumor recibieron por via i.p. 200 ug de IgG2b de ratén aCTLA-4
(9D9) o PBS. El tratamiento se mantuvo con 100 ug de aCTLA-4 los dias 26, 29, 35y 42 (Fig. 7). Ni IL-12Fc ni el
anti-CTLA-4 solos confirieron ninguna ventaja significativa en la supervivencia. Increiblemente, la combinacion de la
administracion local de IL-12Fc directamente en el sitio del tumor en combinacion con el bloqueo sistémico de CTLA-
4 llevé a una remisién completa del tumor (Fig. 8). 90 dias tras la inoculacién, la evaluacién histolégica del tejido
cerebral de los animales que sobrevivieron no mostré ningdn signo de desmielinizacién o infiltrados. La
administracion local de IL-12Fc en combinacion con el bloqueo sistémico de PD-1 también llevé a un aumento
significativo en los animales que sobrevivieron, la frecuencia, sin embargo, fue menor que con el bloqueo sistémico
de CTLA-4 (Fig. 9). La terapia de combinacién descrita anteriormente (Fig. 7) confiere una ventaja significativa en la
supervivencia incluso en el caso de crecimiento intracraneal de células de melanoma murino singénico B16-F10 (Fig.
10). Este no es un modelo perfecto para tumores cerebrales secundarios dado que se salta diversas etapas de
formacion de metastasis. Incluso en esta situacion mas agresiva, el tratamiento de combinacion prolonga la
supervivencia.

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

410

Thr

Leu

Tyr

His

Leu

490

Pro

Leu

Gly

Lys

Gly

570

Met

Glu

Ser

Ala

His

385

Pro

Ser

Met

Gln

Gln

475

Met

val

Leu

Tyr

Pro

555

Gly

Ile

Asp

Gln

Arg

380

Glu

Leu

Ser

Met

Thr

460

Gln

Gln

Gly

His

Leu

540

Ser

Pro

Ser

Asp

Ser

365

Glu

Asp

Glu

Thr

Thr

445

Glu

Ile

Ser

Glu

Ala

525

Ser

Thr

Ser

Leu

Pro

Arg

Lys

Tle

Leu

Thr

430

Leu

Phe

Ile

Leu

Ala

510

Phe

Ser

Pro

Val

Thr

590

Asp

Asn

Leu

Thr

His

415

Arg

Cys

Gln

Leu

Asn

495

Asp

Ser

Ala

Pro

FPhe

575

Pro

Val

Leu

Lys

Arg

400

Lys

Gly

Leu

Ala

Asp

480

His

Pro

Thr

Leu

Gly

560

Ile

Lys

His
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15

Val

Pro

625

Pro

Val

Pro

Asn
705

Len

Thr

Gln

His

<210>3
<211>17

<212> ADN

Ser

610

Arg

Ile

Asn

Lys

Glu

690

Phe

Glu

Tyr

Gly

His
770

<213> artificial

<220>

<223> cebador de PCR

<400> 3

595

Trp

Glu

Gln

Asn

Gly

675

Gln

Phe

Gln

Phe

Glu

755

Thr

acacacagcc tggacgc

<210>4
<211>20

<212> ADN

Phe

Ala

His

Lys

660

Arg

Met

Ser

Asp

Len

740

Ile

Gln

Val

Gln

Gln

645

Ala

Ala

Ser

Glu

Tyr

725

Tyr

Phe

Lys

17

Asp

Tyr

630

Asp

Leu

Gln

Lys

Ala

710

Lys

Ser

Thr

Asn

ES 2671728 T3

Asn

615

Asn

Trp

Pro

Thr

Lys

695

Ile

Asn

Lys

Cys

Len
775

600

Lys

Ser

Met

Ala

Pro

680

Lys

Ser

Thr

Len

Ser

760

Ser

Glu

Thr

Arg

Pro

665

Gln

Val

Val

Pro

Thr

745

Val

Arg

18

Val

Phe

Gly

650

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

730

Val

Val

Ser

Hisg

Arg

635

Lys

Glu

Tyr

Len

Trp

715

Ile

Asp

Hisg

Pro

Thr

620

Val

Glu

Arg

Thr

Thr

700

Glu

Len

Thr

Glu

Gly
780

605

Ala

Val

Phe

Thr

Ile

685

Cys

Arg

Asp

Asp

Ala

765

Lys

Trp

Ser

Lys

Ile

670

Pro

Len

Asn

Ser

Ser

750

Leu

Thr

Ala

Cys

655

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

735

Trp

Hisg

Gln

Len

640

Lys

Lys

Pro

Thr

Glu

720

Gly

Len

Asn



10

15

<213> artificial

<220>

<223> cebador de PCR

<400> 4

catttgaact ccttgcccct

<210>5
<211>219

20

<212> PRT <213> homo sapiens

<400> 5

Met

1

Asp

Gly

Ser

Thr

65

Thr

Ser

Glu

Leu

145

Ala

Val

Cys

His

Met

Asn

50

Ser

Val

Asn

Arg

Asp

130

Leu

Val

Pro

Pro

Leu

Phe

35

Met

Glu

Glu

Ser

Lys

115

Leu

Met

Ile

Gln

Ala

Ser

20

Pro

Leu

Glu

Ala

Arg

100

Thr

Lys

Asp

Asp

Lys
180

Arg

Leu

Cys

Gln

Ile

Cys

85

Glu

Ser

Met

Pro

Glu

165

Ser

ES 2671728 T3

Ser

Ala

Leu

Lys

Asp

70

Leu

Thr

Phe

Tyr

Lys

150

Leu

Ser

Arg

His

Ala

55

His

Pro

Ser

Met

Gln

135

Arg

Met

Leu

Leu

Asn

His

40

Arg

Glu

Leu

Phe

Met

120

Val

Gln

Gln

Glu

Leu

25

Ser

Gln

Asp

Glu

Ile

105

Ala

Glu

Ile

Ala

Glu
185

19

Val

10

Pro

Gln

Thr

Ile

Leu

90

Thr

Leu

Phe

Phe

Leu

170

Pro

Ala

Val

Asn

Leu

Thr

75

Thr

Asn

Cys

Lys

Leu

155

Asn

Asp

Thr

Ala

Leu

Glu

60

Lys

Lys

Gly

Leu

Thr

140

Asp

Phe

Phe

Thr

Leu

45

Phe

Asp

Asn

Ser

Ser

125

Met

Gln

Asn

Tyr

Val

Pro

30

Arg

Tyr

Lys

Glu

Cys

110

Ser

Asn

Asn

Ser

Lys
190

Leu

15

Asp

Ala

Pro

Thr

Ser

95

Ile

Ala

Met

Glu

175

Thr

Pro

Val

Cys

Ser

80

Cys

Ala

Tyr

Lys

Leu

160

Thr

Lys
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Ile Lys Leu Cys Ile Leu Leu His Ala Phe Arg Ile Arg Ala Val Thr
195 200 205

Ile Asp Arg Val Met Ser Tyr Leu Asn Ala Ser
210 215

<210>6

<211>328

<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 6

20



Met

Ala

Val

Thr

Ser

65

Glu

Ser

Leu

Leu

145

Gly

Ala

Cys

Ser

Glu

Cys

50

Ser

Phe

Ser

Thr

Arg

130

Thr

Ser

Glu

His

Pro

Leu

35

Asp

Glu

Gly

His

Asp

115

Cys

Thr

Ser

Arg

Gln

Leu

20

Asp

Thr

Val

Asp

Ser

100

Ile

Glu

Ile

Asp

Val
180

Gln

Val

Trp

Pro

Leu

Ala

85

Leu

Ala

Ser

Pro

165

Arg
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Leu

Ala

Tyr

Glu

Gly

70

Gly

Leu

Lys

Lys

Thr

150

Gln

Gly

Val

Ile

Pro

Glu

55

Ser

Gln

Asp

Asn

135

Asp

Gly

Asp

Ile

Trp

Asp

40

Asp

Gly

Tyr

Leu

Gln

120

Tyr

Leu

Val

Asn

Ser

Glu

25

Ala

Gly

Lys

Thr

His

105

Lys

Ser

Thr

Thr

Lys
185

21

Trp

10

Leu

Pro

Ile

Thr

Cys

90

Lys

Glu

Gly

Phe

Cys

170

Glu

Phe

Lys

Gly

Thr

Leu

75

His

Lys

Pro

Arg

Ser

155

Gly

Tyr

Ser

Lys

Glu

Trp

60

Thr

Lys

Glu

Lys

Phe

140

Val

Ala

Glu

Asp

Met

45

Thr

Ile

Gly

Asp

Asn

125

Thr

Lys

Ala

Tyr

Val

Val

30

Val

Leu

Gln

Gly

Gly

110

Lys

Cys

Ser

Thr

Ser
190

Phe

15

Tyr

Val

Asp

Val

Glu

95

Ile

Thr

Trp

Ser

Leu

175

Val

Val

Leu

Gln

Lys

80

Val

Trp

Phe

Trp

Arg

160

Ser

Glu



10

Cys

Glu

Ser

225

Leu

Glu

Phe

Val

Ser

305

Glu

<210>7
<211>2328

Gln

Val

210

Ser

Gln

Tyr

Cys

Phe

290

Ile

Trp

Glu

195

Met

Phe

Leu

Pro

Val

275

Thr

Ser

Ala

Asp

Val

Phe

Lys

Asp

260

Gln

Asp

Val

Ser

<212> ADN <213> artificial

<220>

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

<400> 7

Ser

Asp

Ile

Pro

245

Thr

Val

Lys

Arg

Val
325

ES 2671728 T3

Ala

Ala

Arg

2320

Leu

Trp

Gln

Thr

Ala

310

Pro

Cys

Val

215

Asp

Lys

Ser

Gly

Ser

295

Gln

Cys

Pro

200

His

Ile

Asn

Thr

Lys

280

Ala

Asp

Ser

Ala

Lys

Ile

Ser

Pro

265

Ser

Thr

Arg

22

Ala

Leu

Lys

Arg

250

His

Lys

Val

Tyr

Glu

Lys

Pro

235

Gln

Ser

Arg

Ile

Tyr
315

Glu

Tyr

220

Asp

Val

Tyr

Glu

Cys

300

Ser

Ser

205

Glu

Pro

Glu

Phe

Lys

285

Arg

Ser

Leu

Asn

Pro

Val

Ser

270

Lys

Lys

Ser

Pro

Tyr

Lys

Ser

255

Leu

Asp

Asn

Trp

Ile

Thr

Asn
240

Trp

Thr

Arg

Ala

Ser
320



atgtgtcacc
gtggccatat
gececetggag
accttggacc
gagtttggag
ctcctgetge
aaagaaccca
acetgetggt

ggetettetg

agcagttggt
gggaactgaa
aaatggtggt
agagcagtga
atgctggeoca
ttcacaaaaa
aaaataagac
ggcetgacgac

acceccaagyg
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catctcttgg
gaaagatgtt
cctcacetgt
ggtecttagge
gtacacctgt
ggaagatgga
ctttctaaga

aatcagtact

ggtgacgtge

ttttcectgg
tatgtcgtag
gacaceccectyg
toctggroaaaa
cacaaaggag
atttggtcca
tgocgaggeca
gatttgacat

ggagetgeta

23

tttttctgge
aattggattg
aagaagatgg
ccctgaccat
gogaggttct
ctgatatttt
agaattattc

tecagtgteaa

cactctetge

atctcecete
gtatccggat
tatcacctgg
ccaagtcaaa
aagccattcg
aaaggaccag
tggacgttte
aagcagoeaga

agagagagte

60

120

180

240

300

360

429

480

540



agaggggaca
getgctgagy
gaaaactaca
ttgecagetga
acctggagta
agcaagagag
cgcaaaaatg
gaatgggcat
ggcggatcca
cactcecaaa
gaattttace
agcacagtgg
agagagacct
atggccectgt
accatgaatg
ctggeagtta
aazatcetece
catgetttea
aaggtggaca
gagttcctgg
atctccogga
gtecagttea
gaggagcagt
tggctgaacy
gagaaaacca
ccatccecgg
taccccageg
accacgecte
gacaagagca

cacaaccact

<210>8
<211>10994
<212> ADN
<213> artificial

acaaggagta
agagtctgee
ccagcagctt
agocattaaa
cteocacatte
aaaagaaaga
ccagcattag
ctgtgcectg
gaaacctcce
acctgctgag
cttgeactte
aggcctgttt
ctttcataac
gccttagtag
caaagcttct
ttgatgaget
ttgaagaace
gaatteggge
agagagttga
ggggaccaktc
cccctgaggt
actggtacgt
tcaacageac
gcaaggagta
tctccaaage
aggagatgac
acatcgecogt
cegtgetgga
ggtggeagga

acacacagaa
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tgagtactca
cattgaggtce
cttcatcagy
gaattetegy
ctacttetee
tagagtette
cgtgogggec
cagtggagge
cgtggeccact
ggccegteage
tgaagagatt
accattggaa
taatgggagt
tatttatgaa
gatggatcct
gatgeaggee
ggatttttat
agtgactatt
gtccaaatat
agtcttecty
cacgtgogty
ggatggegtyg
gtacegtgty
caagtgeaag
caaagggcag
caagaaccag
ggagtgggay
ctecgacgge
ggggaatgte

gageetatae

gtggagtgec
atggtggaty
gacatcatca
caggtggagyg
ctgacattet
acggacaaga
caggaccgct
ggtggctegy
ccagacccag
aacatgetee
gatcatgaag
ttaaccaaga
tgcctggect
gacttgaaga
aagaggcaga
ctgaatttca
aaaactaaaa
gatagagtga
ggtcccecat
ttcccoceoccaa
gtggtggacy
gaggtgcata
gteagegtes
gtetocaaca
cocogagage
gtcagcctga
agcaatggge
tacttettee
tteteatget

ctgtetetgg

24

aggaggacag
ccgttcacaa
aacctgaccce
teagetggga
gegtteaggt
ceteagecac
actatagctc
geggtggtgy
gaatgttccc
agaaggecag
atatcacaaa
atgagagttg
ccagaaagac
tgtaccaggt
tctttctaga
acagtgagac
tecaagetetyg
tgagetatet
gcccatcatg
aacccaagga
tgagccagga
atgecaagac
tecacegtect
aaggectece
cacaggtgta
cctgectggt
agacggagaa
tetacageag
cegtgatgea

gtaaatga

tgcectgecca
gctcaagtat
acccaagaac
gtaccetgace
ccagggeaag
ggtecatetge
atcttggage
gtegggtgge
atgccttcac
acaaactcta
agataaaacc
cctaaattec
ctcttttatg
ggagttcaag
tcaaaacatg
tgtgecacaa
catacttctt
gaatgettee
cccagcacct
cactctcatg
agaccccgay
aaagecgegy
goaccaggac
gtectecate
caccctgcce
caaaggcttc
caactacaag
getaacegtyg

tgaggetetg

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2328
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:gggzveaordepé&n@oquecodmcaelmamadordch(munnm
<400> 8
ctcgcagcaa agcaagatgt gtcctcagaa gctaaccatc toctggtttg ccategtttt 60
gctggtgtct ccactcatgg ccatgtggga gctggagaag cttatcaaga gaatcgagec 120
tagaatacce aageoccecagta cccccccagg ttettcatge ccacetggta acatettggg 1380
tggaccatcc gtecttecatet tecceoccaaa goccaaggat gocactcatga tetececctaac 240
ccocaaggtt acgtgtgtgg tggtggatgt gageogaggat gacccagatg tecatgteag 300
ctggtttgty gacaacaaag aagtacacac agcctggacg cagcecccgtyg aagctcagta 360
caacagtacc ttcegagtgg tcagtgecct ccccatccag caccaggact ggatgagggg 420
caaggagttc aaatgcaagg tcaacaacaa agecccteocca geccccatcg agagaaccat 480
ctcaaaacce azaggaagag cocagacace tcaagtatac accatacceoc cacctogtga 540
acaaatgtcc aagaagaagg ttagtctgac ctgeoctggtec accaacttct tcoctetgaage 600
catcagtgtg gagtgggaaa ggaacggaga actggagcag gattacaaga acactoccacce 660
catcetggac tcggatggga cotacttect ctacageaag ctcactgtgg atacagacag 720
ttggttgcaa ggagaaattt ttacctgete cgtggtgecat gaggetctee ataaccacca 780
cacacagaag aacctgtete getececectgg taaatgagaa cagecatctag cggeegeteg 840
aggcocggeaa ggccggatcec agacatgata agatacattg atgagtttgyg acaaaccaca 800
actagaatgc agtgaaaaaa atgctttatt tgtgaaattt gtgatgctat tgetttattt 360
gtaaccatta taagctgcaa taaacaagtt aacaacaaca attgcattca ttttatgttt 102Q
caggtteagyg gggaggtgtg ggaggttttt taaageraagt aaaaccteta caaatgtggt 1080
atggetgatt atgateegge tgeectegege gttteggtga tgacggtgaa aaccotetgac 1140
acatgecaget cccggagacqg gtcacagett gtetgtaage ggatgecggg agcagacaagqg 1200
cecogtcagge gtcagogggt gtitggegggt gtoggggcge agecatgagy tcogactcetag 126Q
aggatcgatg ccceogoocceg gacgaactaa acctgactac gacatctetg cceccttette 1320
gcggggecagt geoatgtaatc cocttcagttg gttggtacaa cttgcoccaact gggocctgtt 1380
ccacatgtga cacggggggg gaccaaacac aaaggggtte totgactgta gttgacatec 1440
ttataaatgg atgtgeacat ttgecaacac tgagtggett teateectgga geagactttg 1500
cagtetgtgg actgcaacac aacattgect ttatgtgtaa ctettggetg aagetcettac 1560
accaatgctyg ggggacatgt acctcoccagg ggcccaggaa gactacggga ggctacacca 1462Q
acgtcaatca gaggggectyg tgtagetace gataagegga coctcaagag ggcattagea 14680



atagtgttta
agtatatact
tgctategaa
agctgtcacg
tcacaagggc
gecttcectteat
gtatgtgagy
ggggttcagt
ataaatacta
tggggacaag
cataatccta
acaggtgaac
agcagcggac
atggggocca
acgaegtcoage
ttggetgatt
tggcacecceg
tgegatetgg
tectecatatt
actacccaaa
tectaatceta
tectaattta
tectaateta
tcctaataga
cccaaatate
aatctatatc
aatctatatc
aatctatatc
aatctgtatc
gtagtagagt

ttogetgett

taaggecece
atccagacta
ttagggttag
gttttattta
agtggctgaa
tetcettegt
tgctegaaaa
ggtggcattg
gtgtaggaat
ccgtaaagac
gtgcaatatyg
catgttgtta
tccactggtt
taaacaaaga
coccacacge
gtaaccooge
gggaatacct
aggacaaatt
cacgaggtceg
tatectggata
tatectgggta
tatctgggta
tatctgggta
gattagggta
tggatagecat
tgggtagcat
tgggtagtat
tgggtageat
cgggtagcat
gggagtgota

gteoettttec
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ttgttaacce
acectaatte
taaaagggtc
catggggtea
gatcaaggag
ttagctaata
caaggtttca
tgcoctatgace
gaaacattct
tggatgtceca
atactggggt
cactctattt
gtctetaaca
caagtggeca
cgeectgegyg
taaccactge
gcataagtag
acacacactt
ctgagagcac
gcatatgeta
gcatatgeta
gcataggeta
gtatatgeta
gtatatgcta
atgctatecet
aggctatcct
atgctatcct
atgctatcct
atgctatcet
toctttgeat

tgetggtige

taaacgggta
aatagcatat
ctaaggaaca
ggattcecacg
cgggcagtga
gaataactge
ggtgacgcee
ccaatataac
gaatatcttt
tctcacacga
tattaagatg
gtaacaaggg
ccccoeogaaaa
ctottttett
ttttggactyg
ggtcaaacca
gtgggcggge
gogectgage
ggtgggctaa
tcctaatcta
tcectaateta
tcctaatcta
toctaatetg
tcctaattta
aatctatate
aatctatatc
aatttatatc
aatctatatc
catgcatata
atgecgocac

toccattekt

26

gcatatgett
gttacecaac
gcgatatcte
agggtagtga
actctectga
tgagttgtga
ccagaataaa
cctcacaaac
aacaatagasz
atttatggct
tgtceocagge
gaaagagagt
ttaaacgggy
tgaaattgtyg
taaaataagg
cttgococaca
caagataggg
gccaagcaca
tgttgecatg
tatetgggta
tatctgggta
tatctgggta
tatcegggta
tatctgggta
tgggtageat
tgggtagcat
tgggtagcat
tgggtagtat
cagtcagcat
ctoceoaaggyg

aggtgaattt

ccegggtagt

gggaagcata
ccaccccatg
accattttag
atcttegeet
acagtaaggt
atttggacgg
cccttgggea
atccatggay
atgggcaaca
agggaccaag
ggacgccgac
ctccacgoca
gagtgggggce
gtgtaataac
aaaccactaa
gcgegattge
gggttgttgg
ggtagcatat
gcataggecta
gtatatgcta
gcatatgcta
geatatgeta
gcatatacta
atgctatect
atgctatcct
aggctatcct
atgctatcct
atgataccca
ggegtgaatt

aaggaggeoca

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

29240

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



ggctaaageog
cgagaaggtyg
atgttgggag
tgatgtotae
agggcgtete
ccttcatete
aaccagggag
gtaggagegy
atatgagttt
tgtgggeegyg
tgtggaatag
tatacgaaca
gccaggagag
ccacgatget
ggtccagtge
ggcacgtcag
cetacagggt
gatgatgact
ctggctcttt
ctacctocte
ceccggecte
cctectgece
cetgetaoctg
cetgecocte
gecocccktecctg
gocectocty
gecececctectg
geccctoecte
cectgeccecte
gcteoectgece
gecccteoecte

cetgeccecte

gtegeatgte
ttgagcgcgy
gacgaaaatg
tggggattta
ctaacaagtt
cgtcatetee
gcaaatctac
gctttgteoat
gtaaaaagac
gtecagggge
caagggcagt
caceggogac
ctecttaaace
tteccaaaccea
ttgggoctte
gctcaccatce
ggaaaaatgyg
gactactggyg
cacgacttcc
gacceoggec
cacctoctge
cteceotgetece
ceectoctge
ctgeccetee
ctoctgeece
cecccteetge
ccecctectge
ctgcteectge
ctgcocecetee
ctectectge
ctgctectge

ctectgetee
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tgattgetea
agctgagtga
gtgacaagac
ttetttagtyg
acatcactce
gtcatcacce
tccatcgtea
aacaaggtcc
catgaaataa
cattccaaag
tcctegeoett
ccaagttecet
ttctgecaatg
cectectttt
tecoctgggtea
tgggcecacct
cettetacet
actcctggge
cccectgget
teoccactacet
tootgoecet
tgceoeccteoet
coctectect
tgotoctgeoo
tcocctgeotect
ccoctectect
tcctgecect
ccctectgee
tgeccecectect
tcctgecect
ccectectgee

tgcceectect

ccaggtaaat
cgtgacaaca
agatggocag
cgggggaata
tgcecttect
tecgeggeag
aagctgcaca
ttaatcgecat
cagacaatgg
gggagacgac
aggttgtaaa
tegteggtag
ttctcaaatt
ttgegectge
totgegggge
tcttggtggt
ggaggggycc
ctettttete
ctttecacgte
cctegaceec
cotgoetectyg
gccecteetyg
getectgeee
cctoctgeec
gccectectyg
getectgeece
cctectgete
cctectectyg
cctgectectyg
cctgoececete
cctectgece

gctectgeee

27

gtogotaatyg
tgggtatgee
aaatacacca
cacggetttt
cacccteate
ccocttacac
cagtcaccct
ccttcaaaac
actcecettag
tcaatggtgt
gggaggtatt
teoetttetace
tegggttgga
ctocatecace
cotgetetat
attcaaaata
tgegeggtygg
cacgtocacy
ctctacececeg
ggectecact
ccectectee
ctcetgecee
ctoctgecee
ctectgeton
ctcocctgecce
ctecctgetec
ctgeceeccteco
ctectgecce
cccctectge
ctgeececteco
ctcectgeccee

ctcecegetec

ttttocaacy
caattgeccce
acagcacgca
aatacgattyg
tccatcacct
cataggtgga
gatattgcag
ctcagcaaat
cgggccaggt
aagacgacat
actacctcca
gtgactceota
acctecttga
ctgacocegyg
cgotoocggy
atcggecttec
agacceggat
acctotecee
gcggecctceca
goctoctega
tgotectgee
tcctgeeccet
toctoctget
tgeoccctect
tcctgeotect
tgcccetect
tgeccectect
tecctectget
cectectect
tcetgetect
tecctectget

tgectcetget

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4320

4380

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



cetgttecac
acaccatcte
cctogteecte
ccactgecge
ggtcetgtac
ttattagacg
cccacectea
ctcecgaacca
atcctcaaga
gctggacggt
cagagatgct
cgatgataag
tttttatagg
ggaaatgtge
ctecatgagac
attcaacatt
gotcocacecaqg
ggttacateg
cgtttteocaa
gacgccgggc
tactcaccag
gectgecataa
ccgaaggage
tgggaaccegy
gcaatggcaa
caacaattaa
ctteceggetg
atcattgceag
gggagtcagg
attaagcatt

cttecattttt

cgtgggtece
tatgtettgg
gtcetettee
cggagectte
ctggeecocte
acgctecagtg
tcecctteat
tcetegtect
tttgegtect
agggatgggg
actggggcaa
ctgtcaaaca
ttaatgtcat
gcggaacccc
aataaccctg
tccgtgtege
aaacgetggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgeg
tagactggat
gctggtttat

cactggggec

caactatgga

ggtaactgtc

aatttaaaaqg
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tttgcageeca
ccetgatect
ccgteectegt
tggtccagat
gtcagacatg
aatacaggga
ggtegetgte
catcaccaat
gagcctcaag
attctecggga
cggaagaaaa
tgagaattct
gataataatg
tatttgttta
ataaatgett
ccttattecece
gaaagtaaaa
caacageggt
ttttaaagtt
cggtocgecge
gcatcttacg
taacactgecyg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt

gatctaggtg

atgcaacttg
gagccgeccg
ccatggttat
gtgtctecct
attcacacta
gtgecagactc
agacagatcce
tactcgecage
ccaggectea
cccocctectet
gctgggtgey
tgaagacgaa
gtttcttaga
tttttctaaa
caataatatt
trtttttgegyg
gatgoctgaaqg
aagatccettg
ctgetatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggecgaac
aaagttgcag
tctggageeg
ccctecegta
agacagatcg
tactcatata

aagatcettt

28

gacgtttttg
gggctectgg
caccccctet
tectetectag
aaagagatca
ctgcecccte
aggtctgaaa
ccggaaaact
aattcectegt
tcctettecaa
gcctgtgagy
agggcctegt
cgtcaggtgg
tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgcect
atcagttggg
agagtttteg
gegeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttetgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttet
gtgagcgtgg
tegtagttat
ctgagatagg
tactttagat

ttgataatot

gggtctecgg
tcttecgect
tectttgaggt
geccattteca
atagacatet
caacagccccoc
attceoceate
ccocgetgaac
cccococttttt
ggtcaccaga
atcagcttat
gatacgccta
cacttttcgg
tatgtatceyg
gagtatgagt
tcctgttttt
tgoacgagtyg
ccocgaagaa
atcccgtgtt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatogt
gatgcctgea
agettocogg
gegoteggeco
gtctegeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa

catgaccaaa

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320



atcccttaac
tottottgag
ctaccagecgyg
ggctteagea
cacttcaaga
gotgectgeca
gataaggcoge
acgacctaca
gaagggagaa
agggagette
tgacttgage
agcaacgogy
tcgteatcta
gcgagaagaa
tagoecageg
tggatatgtt
ctccaattect
cogttgeteg
tatgatgaca
gtcggggegy
cacogagoga
gggcaatgag
gaaaagtteg
ttcagetteg
ttctacaaag
gtgcttgaca
ggtgtcacgt
gaggccatgg
ggaccgcaag
ccccatgtgt
gectetegatg

gcggattteg

gtgagttttc
atcetttttt
tggtttgttt
gagegeagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtoggg
cocgaactgag
aggeggacag
cagggggaaa
gtogattttt
cotttttacg
cctgeoctgga
tcataatggg
cgtoggocoe
ctgccaaggg
tggagtggtg
cgtttgotgyg
caaaccccgc
cgeggtecga
coctgcagoyg
atatgaaaaa
acagegtete
atgtaggagg
atcgttatgt
ttggggaatt
tgcaagacct
atgegatege
gaatcggtca
atcactggca
agctgatget

gctccaacaa
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gtteccactga
tetgegegta
gecggatcaa
accaaatact
accgectaca
gtegtgtett
ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgectggtat
gtgatgeoteg
gtteetggoe
cagcatggcec
gaaggccatc
gagatgegoc
ttggtttgeg
aatccgttag
cggtgteooce
ccagegtctt
ggtccactte
accegettaa
gcctgaactce
cgacctgatg
gcgtggatat
ttatcggcac
cagcgagagc
gcctgaaacc
tgeggcecgat
atacactaca
aactgtgatg
ttgggececgag

tgteectgacg

gegtcagacce
atctgetget
gagctaccaa
gtecettetag
tacctogete
accgggttgg
ggttegtgea
cgtgagetat
ageggcagyy
ctttatagtao
tcaggggggce
ttttgetgge
tgecaacgcgg
cagcctegeg
gogtgegget
cattcacagt
cgaggtgccg
ggaagaaata
gtcattggcg
gcatattaag
cagegteaac
accgcegacgt
cagctetogg
gteetgeggg
tttgcatcgg
ctgacctatt
gaactgcccg
cttagccaga
tggcgtgatt
gacgacaccg
gactgccceg

gacaatggcc

29

ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctetttttee
tgtagecegta
tgetaatect
actcaagacyg
cacageccag
gagaaagcgce
tcggaacagy
ctgtegggtt
ggagcctatg
cttgaagetg
gecatccocgat
tecgegaacge
gotggagaty
teteceogeoaag
ccectgekbtca
tatttgeatg
aattcgaaca
gtgacgegtg
agcegtgeoge
ctgtecgagaa
agggcgaaga
taaatagetg
cegegetccce
gcatcteoceg
ctgttctgeca
cgagagggtt
tecatatgege
tcagtgegtce
aagtccggceca

gcataacagcec

gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggecac
gttaccagtg
atagttaccyg
cttggagega
cacgettooo
agagcgcacy
tegecaccte
gaaaaacgcc
tceceoctgatgg
gccgocggaa
cagcaagacg
gcggacgega
aattgattgg
teceocegtgge
tctttagtte
cgcagatgca
tggectegaa
agatceceggg
gtttctgatc
atctegtget
cgccgatggt
gattcecggaa
ccgtgecacag
gcecggtegeg
cggoccattco
gattgctgat
cgteogegeag
cctegtgecac

ggtcattgac

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

5000

9060

9120

5180

9240



5

tggagcgagy
cegtggttgy
gcaggatcge
agettggtty
gtecgateey
tggaccgaty
ccggatogyy
ccgegetatg
ataaacgcgy
ggggccaata
gedeaggget
gttagggacy
cgttgcgtyy
cctgggeatyg
cacccccogac
teteatgttt
gecagaactgy
agtecattggt
atatcataat
attattgact
ggagttccoge
cegeccatty
ttgacgteaa
tcatatgeca
tgcccagtac
cgctattacc
ctcacgggga
aaatcaacgy
taggegtgta

tagaagetyy

<210>9
<211>12539

cgatgttegg
cttgtatgga
cgeggctecy
acggeaattt
gagccocgggac
getgtgtaga
agatggggga
acggcaataa
ggttcggtce
cgecegegtt
cgcagecaac
gggtececea
ggtcaggtce
gaccgecatgt
ccccaaaaac
gacagcettat
taggtatgga
tatatageat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtcegeded
atgaccttac
atggtgatge
tttccaagte
gactttecaa
cggtgggagyg

gtac
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ggattcccaa
gcagcagacg
ggcgtatatyg
cgatgatgea
tgtegggegt
agtactegec
ggctaactga
aaagacagaa
cagggctgge
tettectttt
gteggggacgy
tggggaatgy
acgactggac
actggcgcga
caccgegegyg
catcgcagat
agatctatac
aaatcaatat
atattggcectc
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggeca
tccacceccat
aatgtegtaa

tetatataag

tacgaggtcy
cgctacttcg
ctcogeattyg
gottgggege
acacaaateg
gatagtggaa
aacacggaag
taaaacgcac
actctgtcga
coocacecea
caggecctge
tttatggtte
tgagcagaca
cacgaacacc
atttctggcg
cocgggcaacy
attgaatcaa
tggctattgg
atgtccaata
tacggggtca
tggecegect
teccatagta
aactgeccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacaccaat
tgacgtcaat
taacccoeges

cagagetegt

30

ccaacatctt
agoggaggea
gtcttgacca
agggtcgatyg
coogcagaag
accgacgece
gagacaatac
gggtgttggy
taccccaccqg
ccceceaagt
catagecact
gtgggggtta
gacccatggt
gggegtctgt
tgccaagcta
ttgttgecat
tattggeaat
ccattgeata
tgaccgccat
ttagttcata
ggctgaccge
acgocaataqg
ttggcagtac
aaatggcceg
tacatctacg
gggegtggat
gggagtttgt
cegttgacge

ttagtgaace

cttetggagg
tocggagett
actctatcag
cgacgcaate
cgeggeegte
cageactegt
cggaaggaac
togtttgtto
agaccccatt
tegggtgaag
ggeceegtyy
ttattttggg
ttttggatgg
ggctgocaaa
gtcgaccaat
tgctgoagge
tagceatatt
egttgtatet
gttgacattg
gcccatatat
ccaacgacce
ggacttteca
atcaagtgta
cctggeoatta
tattagtcat
agcggtttga
tttggcacca
aaatgggcgy

gteagatete

9300

9360

3420

9480

9540

9600

9660

8720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

10994



<212> ADN
<213> artificial

<220>
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<223> vector de plasmido que codifica la construccion de fusiéon Fc-marcador IL-12

<400> 9

gtacctcgeca
ttttgotggt
aggtggactg
aagaagatga
ccetgacdat
gocgagactct
ctgaaatttt
cocggacggtt
agagcagtag
cagagaaggt
atgtcacdtyg
agcagaataa
acccgoccaa
agtaccctga
tecagegeaa
tectegtaga
ctecaggateg
gatccggagy
cagtctctgg

acatggtgaa

atcatgaaga
tacacaagaa
gectgooaee
acttgaagat
atcagcagat
tgaatcataa
gagtgaaaat

acagggtgat

gcaaagcaag
gtctccacte
gactceocgat
catcacctgyg
cactgtcaaa
gagccactca
aaaaaatttc
cacgtgctca
cagtteoceet
cacactggac
cecaactgee
atatgagaac
gaacttgcag
ctoctggage
gaaagaaaag
gaagacatet
ctattacaat
cggtggocteg
acctgccagyg
gacggccaga
catcacacgyg
cgagagttge
acagaagacy
gtaccagaca
cattctagac
tggocgagact
gaagctotge

gggctatetg

atgtgtccte

atggccatgt

goccotggag
adecteagace
gagtttetag
catctgetge
aaaaacaaga
tggctggtge
gactotegygy
caaagggact
gaggagacced
tacagcacca
atgaagcctt
actccccatt
atgaaggaga
acecgaagtee
tactegtgea
ggcggtggtyg
tgtcttagee
gaaaaactga
gaccaaacca
ctggetacta
tetttgatga
gagttcocagg
aagggcatge
ctgcgccaga
atecetgotte

agcteocogect

agaagctaac
gggagctgga
aaacagtgaa
agagacatgg
atgetggeca
tccacaagaa
cttteoctgaa
aaagaaacat
cagtgacatg
atgagaagta
tgeceattga
gcttcttcat
tgaagaactc
cctacttcte
cagaggaggyg
aatgeaaagyg
geaagtggge
ggtcgggtgy
agtcccgaaa
aacattattc
gcacattgaa
gagagactte
tgacectgtyg
ccatcaacge
tggtggocat
aacctcectgt
acgactteag

tgatcaagag

31

catctcctgg
gaaagacgtt
cctcacetgt
agtcatagge
gtacacctge
ggaaaatgga
gtgtgaagca
ggacttgaag
tggaatggeg
ttcagtgtee
actggegttyg
cagggacatc
acaggtggag
cctcaagtte
gtgtaaccag
cgggaatgte
atgtgttece
cggcggatce
cctgctgaag
ctgcactgcect
gacctgttta
ttegacaaca
cettggtage
agcacttcag
cgatgagetyg
gggagaagca
caccegegte

aatecgagecet

tttgccateg
tatgttgtag
gacacgectg
tetggaaaga
cacaaaggag
atttggtcca
ccaaattact
ttcaacatca
tatetgtotg
tgecaggagg
gaageacgge
atcaaaccag
gtcagctggyg
tttgttegaa
aaaggtgegt
tgegtgcaag
tgcagggtec
agggtcattc
accacagatg
gaagacatcyg
ccactggaac
agagggaget
atetatgagg
aatcacaacc
atgcagtctc
gacccttaca
gtgaccatca

agaataccca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1680



agccecagtac
tcttecatctt
cgtgtgtggt
acaacaaaga
toccgagtggt
aatgcaaggt
aaggaagagc
agaagaaggt
agtgggaaag
cggatgggac
gagaaatttt
acctgteteg
gocggatcoca
gtgaaaaaaa
aagctgcaat
ggaggtgtgy
tgatecgget
ccggagacgg
tecagegggty
ccogocceogy
catgtaatce
acgggggggy
tgtgeacatt
ctgcaacaca
gggacatgta
aggggcctgt
aaggcccect
tccagactaa
tagggttagt

ttttatttac

gtggctgaag

ceoceccaggt
cccoccaaag
ggtggatgtyg
agtacacaca
cagtgeecctce
caacaacaaa
ccagacacct
tagtctgacce
gaacggagaa
ctacttcctce
tacctgoteeo
atoeccctggt
gacatgataa
tgetttattt
aaacaagtta
gaggtttttt
goctegegeg
tcacagecttg
ttggegggtyg
acgaactaaa
ctteagttgg
accaaacaca
tgecaacact
acattgcett
ccteccaggg
gtagctaceg
tgttaaccect
ccctaattea
aaaagggtec
atggggtcag

atcaaggagc
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tcttcatgee
cccaaggatyg
agcgaggatg
gectggacyge
ccecatecage
gcoctocecag
caagtataca
tgcectggtca
ctggagcagy
tacagcaagc
gtggtgcatg
aaatgagaac
gatacattga
gtgaaatttg
acaacaacaa
aaagcaagta
tttaggtgat
tctgtaageg
teggggegea
cotgactacy
ttggtacaac
aaggggttot
gagtggettt
tatgtgtaac
goccaggaag
ataagcggac
aaacgggtag
atagcatatg
taaggaacag
gattccacga

gggcagtgaa

cacctggtaa
cactcatgat
acccagatgt
ageccogtga
accaggactg
cccccatcga
ccatacccec
ccaacttctt
attacaagaa
tcactgtgga
aggctcteca
agoatotage
tgagtttgga
tgatgeotatt
ttgcatteat
aaacctctac
gacggtgaaa
gatgccggga
gecatgaggt
acatectctge
ttgecaactyg
ctgactgtag
catectggag
tettggetga
actacgggag
cctecaagagg
catatgecttc
ttaccecaacg
cgatatctcc
gggtagtgaa

ctctcctgaa

32

catctigggt
ctcectaace
ccatgteoage
agctcagtac
gatgaggggc
gagaaccatc
acctegtgaa
ctctgaagcc
cactccaccc
tacagacagt
taaccaccac
ggeegetoga
caaaccacaa
getttatttg
tttatgtbtte
aaatgtggta
acctctgaca
gcagacaagc
cgactctaga
cocttettog
ggecctgtte
ttgacatoct
cagactttge
agctettaca
gcetacaccaa
gcattagecaa
ccgggtagta
ggaagcatat
caccccatga
ccattttagt

tcttegectyg

ggaccatccg
cccaaggtta
tggtttgtygg
aacagtacct
aaggagttca
tcaaaaccca
caaatgtcca
atcagtgtgg
atcctggact
tggttgcaag
acacagaaga
ggecggoaag
ctagaatgca
taaccattat
aggttecaggg
tggctgatta
catgeagete
cegtcaggeg
ggatcgatge
cggggcagtyg
cacatgtgac
tataaatgga
agtetgtgga
ccaatgctgg
cgtcaatcecag
tagtgtttat
gtatatacta
gctatcgaat
getgtcacgg
cacaagggca

cttctteoatt

1740

1800

1860

1320

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



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

gtecatcteceg

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

tecatcacect
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aataactgcet
gtgacgeece
caatataace
aatatcttta
ctcacacgaa
attaagatgt
taacaagggg
cccocgaaaat
tetttttttt
tttggactgt
gtcaaaccac
tgggegggee
cgcctgageg
gtgggctaat
cctaatctat
cctaatctat
cctaatctat
cotaatetgt
cctaatttat
atctatatet
atctatatct
atttatatct
atctatatet
atgcatatac
tgcogecace
cccattetta
caggtaaatg
gtgacaacat
gatggccaga
gggggaatac

geccttecte

ccgcggecagce

gagttgtgaa
cagaataaaa
ctcacaaacc
acaatagaaa
tttatggeta
gtcceaggea
aaagagagtg
taaacgggge
gaaattgtgg
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caaatctact
ctttgtcata
taaaaagacc
tccaggggce
aagggcagtt
accggcgace
tettaaaccet
tccaaaccac
tgggecttcet
ctecaccatct
gaaaaatggc
actactggga
acgacttecc
accocggect
acctectget
tcetgetect
cccoctectgee
tgeccectect
tcetgoceect
cectcoctgee
cccectectget
tgeteeotgee
tgececectect
tecctectget
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tggceocteg
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ggtccagatg

tcagacatga
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agcetgeoacac
taatcgcate
agacaatgga
ggagacgact
ggttgtaaag
cgtcggtagt
tectcaaattt
tgcgoctgee
ctgecggggec
cttggtggta
gagggggcct
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tttcacgtec
ctogaceeeg
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ccectectktge
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cctogtocte
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gggatgggga
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tgtcaaacat
taatgtcatg
cggaacceck
ataaccctga
cegtgtogoe
aacgctggtg
actggatete
gatgagcact
agagcaacte
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgetttt
gctgaatgaa
aacgttgcge
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtea
atttaaaagg
tgagtttteg
tecttttttt
ggtttgtttyg
agcgcagata
ctctgtagea

tggcgataag

atacagggag
gtegetgtoa
atcaccaatt
agectcaage
ttetoegggac
guaagaaaaqg
gagaattctt
ataataatgg
atttgtttat
taaatgette
cttattcoct
aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagttc
ggtcgeegea
catcttacgg
aacactgcgg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttecactgag
ctgogcogtaa
ccoggatcaag
ccaaatactg

ccgectacat

tegtgtetta
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tgecagactcc
gacagatcca
actcgcageoe
caggectcaa
coctectott
ctgggtgegg
gaagacgaaa
tttettagac
ttttctaaat
aataatattg
tttttgogge
atgctgaaga
agatccttga
tgectatgtgg
tacactatte
atggcatgac
ccaacttact
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acgacgagcg
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gcaaacaaaa
tettttteeg
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gctaatcctyg

ctcaagacga
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ccaccctcat
tecgaaccat
tcctcaagat
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agagatgcta
gatgataage
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gaaatgtgeog
tcatgagaca
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcga
gttttccaat
acgccgggea
actcaccagt
ctgccataac
cgaaggagcect
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
ttecggetgg
tecattgcage
ggagtcaggc
ttaagcattg
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gcggtcggge
cgaactgaga
ggceggacagg
agggggaaac
tcgatttttg
ctttttacgg
ctgoctggac
cataatgggg
gtoggococeg
tgecaagggt
ggagtggtga
gtttgctgge
[=Y=t=E=lalalale falal
geggteegag
cctgoagega
tatgaaaaag
cagegtetce
tgtaggaggg
tcgttatgtt
tggggaatte
gcaagacctyg
tgcgatcget
aatcggtcaa
tecactggeaa
gctgatgett
ctccaacaat
gatgtteggg
ttgtatggag
gcggctecgg
cggeaattte

agocgggact

tgaacggggy
tacctacage
tateceggtaa
goctggtate
tgatgctegt
tteectggeot
agcatggoct
aaggccatce
agatgecgeeg
tggtttgege
atcegttage
ggtgtcecceyg
cagogtcttg
gtccactteg
ccaogcettaac
cctgaactca
gacctgatge
cgtggatatg
tateggeact
agcgagagce
cctgaaaceg
goggecgatc
tacactacat
actgtgatgg
tgggccgagy
gtectgacgg
gattcccaat
cagcagacge
gcgtatatge
gatgatgcag

gtcgggcgta
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gttecgtgcac
gtgagetatg
geggeagggt
tttatagtce
cagggggucy
tttgetggece
gcaacgcggy
agcctegegt
cgtgoggetg
attcacagtt
gaggtgcegc
gaagaaatat
tcattggcega
catattaagg
agogtcaaca
cogogacgte
agctctogga
tcectgegggt
ttgcatcgge
tgacctattyg
aactgecoge
ttagccagac
ggcgtgattt
acgacaccgt
actgececoega
acaatggeeg
acgaggtcgc
gctacttega
tccgeoattgg
cttgggcgea

cacaaatagc

acagcocage
agaaagagec
cggaacagga
tgtegggttt
gagcctatgg
ttgaagetgt
catcocogatyg
cgegaacgec
ctggagatgg
cteegeoaaga
cctgectteat
atttgecatgt
attcgaacac
tgacgcgtgt
gagtgocogea
tgtcgagaag
gggcgaagaa
aaatagctge
cgcgetoeoeg
catctecaocge
tgttctgeag
gagcgggtte
catatgcgeg
cagtgegtece
agtcoggcac
cataacageqg
caacatctte
gcggaggeat
tecttgaccaa
gggtcgatge

ccgecagaage
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ttggagegaa
acgettoeoeg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgcca
cecctgatggt
ccgooggaayg
agcaagacgt
cggacgcgat
attgattgge
ccccgtggec
ctttagttet
gcagatgecag
ggcctegaac
gatccegggy
trtctgatey
tctogtgett
gcoegatggtt
attccggaag
cgtgcacagy
ceggtogogy
ggcccatteyg
attgctgate
gtegegeagy
ctegtgeacyg
gtecattgact
ttctggagge
ccggagettg
ctectatcaga
gacgcaatcg

gaggeogtet

cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttcc
gacttgageg
gcaacgoggc
cgteatetac
cgagaagaat
agceocagege
ggatatgtte
tocaattett
cgttgctege
atgatgacac
teggggcggco
accgagcgac
ggcaatgaga
aaaagttcga
tcagecttcga
tctacaaaga
tgcttgacat
gtgtcacgtt
aggccatgga
gaccgcaagy
cceatgtgta
cteteogatga
cggatttogy
ggagcgaggo
cgtggttgge
caggatcgceo
gettggttga
tccgatcoogy

ggaccgatgg
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ctgtgtagaa
gatgggggag
cggcaataaa
gttaeggtece
goecegegttt
gcagecaacy
ggteoccoccat
gtcaggtcca
accgcatgta
cccaaaaacc
acagettate
aggtatggaa
atatagcata
tgtacattta
gttattaata
ttacataact
cgtcaataat
gggtggagta
gtcogoccee
tgaccttacg
tggtgatgeg
ttocaagtet

actttccaaa

ggtgggaggt

gtactecgeog
gctaactgaa
aagacagaat
agggctggca
¢ttectttte
teggggcgge

gaggaatggt

cgactggact
ctggogogac
acagegagga
atcegeagate
gatctataca
aatcaatatt
tattggctca
gtaatcaatt
tacggtaaat
gacgtatgtt
tttacggtaa
tattgacgtc
ggactttceot
gttttggcag
ccaccccatt
atgtegtaat

ctatataage
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atagtggaaa

acacggaagyg
aaaacgcacyg
ctetgtegat
cccaccocac
aggecctgee
ttatggttcg
gagcagacag
acgaacaccg
tttetggegt
cgggeaacgt
ttgaatcaat
ggctattgge
tgtccaatat
acggggtcat
ggcecgectg
cccatagtaa
actgeccact
aatgacggta
acttggcagt
tacaccaatg
gacgtcaatg
aaccecgecc

agagctegtt

ccgacgccce
agacaatacc
ggtgttgggt
acccocaccga
cececaagtt
atagecactyg
tgggggttat
acccatggtt
ggcgtetgtyg
gocaagetag
tgttgecatt
attggeaatt
cattgcatac
gaccgecaty
tagttcatag
gctgacegee
cgcecaatagg
tggeagtaca
aatggcccge
acatctacgt
ggcgtggata
ggagtttgtt
cgttgacgeca

tagtgaaccg
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tegaccaatt
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gttgtatcta
ttgacattga
cccatatatg
caacgaccece
gactttecat
tcaagtgtat
ctggcattat
attagtcatc
goggtttgac
ttggcaccaa
aatgggcggt

tcagatctet

cggatcggga
cgocgctatga
taaacgcggy
gggecaatac
¢ecagggeke
ttagggacgyg
gttgcgtagy
ctgggcatgg
acocccgace
ctoatgtttyg
cagaactggt
gteattggtt
tatcataata
ttattgacta
gagttcogeyg
cgeccattga
tgacgtcaat
catatgcecaa
gcocagtaca
gctattacca
tcacggggat
aatcaacggg
aggcgtgtac

agaagctgyg
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REIVINDICACIONES
1. Un medicamento de combinacién, que comprende

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

- un ligando no agonista de CTLA-4 seleccionado del grupo que consiste en un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo y una molécula de tipo anticuerpo, en donde dicho Iigando no agonista de CTLA-4 es capaz de unirse
a CTLA-4 con una constante de disociacion de al menos 107 M, y en donde dicho ligando no agonista de
CTLA-4 se proporciona como una forma de dosificacién para una administracion sistémica,

para su uso en la terapia de una neoplasia maligna, en donde

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

2. Un medicamento de combinaciéon para su uso en la terapia de una neoplasia maligna, de acuerdo con la
reivindicacion 1, en donde dicho polipéptido de IL-12 comprende

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

3. Un medicamento de combinaciéon para su uso en la terapia de una neoplasia maligna, de acuerdo con la
reivindicacion 2, en donde dicho polipéptido de IL-12 comprende un fragmento cristalizable de inmunoglobulina G.

4. Un medicamento de combinacion para su uso en la terapia de una neoplasia maligna de acuerdo con las
reivindicaciones 2 o0 3, en donde dicho polipéptido de IL-12 comprende un fragmento cristalizable de inmunoglobulina
G humana, subgrupo 4.

5. Un medicamento de combinacién para su uso en la terapia de una neoplasia maligna, de acuerdo con la
reivindicacion 4, en donde dicho polipéptido de IL-12 comprende

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

6. Un medicamento de combinacion para su uso en la terapia de una neoplasia maligna de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho ligando no agonista de CTLA-4 es una gamma
inmunoglobulina que se une a CTLA-4.

7. Un medicamento de combinacién para su uso en la terapia de una neoplasia maligna de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho polipéptido de IL-12 se proporciona como una forma de
dosificacion para inyeccion intratumoral.

8. Un medicamento de combinacion para su uso en la terapia de una neoplasia maligna de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho ligando no agonista de CTLA-4 se proporciona como una forma
de dosificacion para inyeccion intravenosa o aplicacion local.

9. Un medicamento de combinacién de acuerdo con al menos una de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en un
método de terapia de glioma, glioblastoma multiforme, meningioma, cancer cerebral secundario, metastasis
cerebrales, melanoma, cancer de pancreas, cancer de pulmoén, cancer de préstata o cancer de vejiga.

10. Un medicamento de combinacion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde

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

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

- dicho ligando no agonista de CTLA-4 es una inmunoglobulina G proporcionada como una forma de dosificacién
para una administracion sistémica,

para su uso en el tratamiento de neoplasia maligna, en particular, glioma, glioblastoma multiforme, meningioma,
cancer cerebral secundario, metastasis cerebrales, melanoma, cancer de pancreas, cancer de pulmén, cancer de
prostata o cancer de vejiga.

11. Un medicamento de combinacién para su uso en la terapia de una neoplasia maligna de acuerdo con al menos
una de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho vector de expresion de acido nucleico es un adenovirus, un virus
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adenoasociado, un lentivirus o un herpesvirus.
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Fig. 1
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Fig. 1 ¢
PBMC tratadas con IL-12, IFN-y
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 9
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Fig 10
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Fig. 11
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