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DESCRIPCION
Ensayo diagnéstico de timidina quinasa para aplicaciones de terapia génica
REFERENCIA

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos n.° 61/784.901, presentada el
jueves, 14 de marzo de 2013.

Esta solicitud se refiere a las siguientes solicitudes de patente relacionadas: solicitud n.° de serie [aun no asignadal,
n.° de expediente del agente 30863-722.201, presentada el mismo dia junto con la presente.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enfermedades proliferativas, como el cancer, representan un serio desafio para la sociedad. Los crecimientos
cancerosos, incluidos los crecimientos malignos cancerosos, poseen caracteristicas particulares, como la
proliferacion celular incontrolable dando como resultado, por ejemplo, el crecimiento no regulado de tejido maligno,
la capacidad de invadir tejidos locales e incluso remotos, falta de diferenciacion, falta de sintomas detectables vy, lo
mas importante, la falta de terapia y prevencion efectivas.

El cancer puede desarrollarse en cualquier tejido de cualquier 6rgano a cualquier edad. La etiologia del cancer no
esta claramente definida, pero los mecanismos como la susceptibilidad genética, los trastornos de rotura
cromosémica, los virus, los factores ambientales y los trastornos inmunolégicos se han vinculado a un crecimiento y
transformacion de células malignas. El cancer abarca una gran categoria de afecciones médicas que afectan a
millones de personas en todo el mundo. Las células cancerosas pueden surgir en casi cualquier érgano y/o tejido del
cuerpo. A nivel mundial, a mas de 10 millones de personas se les diagnostica cancer cada afio y se estima que este
numero aumentara a 15 millones de casos nuevos cada afio para 2020. El cancer causa seis millones de muertes
cada afo o el 12 % de las muertes en todo el mundo. El documento WO 2007/109335 y SERGANOVA Y COL.,
NUCLEAR MEDICINE AND BIOLOGY, ELSEVIER, NY, EE.UU, vol. 34, n.° 7, 2007, pag. 791-807 describen que los
genes reporteros pueden usarse para identificar pacientes que se benefician del tratamiento con terapia génica.

RESUMEN DE LA INVENCION

En este documento se proporcionan procedimientos y composiciones para identificar sujetos o pacientes que
pueden beneficiarse del tratamiento con terapia génica. Mas especificamente, en este documento se proporcionan
procedimientos y composiciones para identificar sujetos o pacientes que expresan en cantidades suficientes una
proteina terapéutica incluida en un agente de terapia génica. La invencién es tal como se define en las
reivindicaciones.

En consecuencia, en este documento se proporcionan procedimientos para identificar a un paciente capaz de
beneficiarse del tratamiento de terapia génica que comprende administrar una particula retroviral de terapia génica
que comprende un polinucleétido de HSV-TK al paciente; administrar al paciente un sustrato de HSV-TK unido a un
indicador radioactivo; medir la cantidad relativa y la ubicacién de la sefial radioactiva presente en el paciente; y
determinar la ubicacién de las lesiones en el paciente, donde los pacientes con: sefiales radioactivas por encima de
un determinado umbral, y la ubicacion de la sefial radioactiva que se correlaciona con las lesiones medidas en la
etapa (d) del paciente, se identifican como capaces de beneficiarse del tratamiento con terapia génica.

En algunas realizaciones, el sustrato de HSV-TK se elige de entre el grupo que consiste en FHBG (9-[4-fluoro-3-
(hidroximetil)butill]guanina), FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxi] metil)guanina), FGCV (fluoroganciclovir), FPCV
(fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU (fluoro-5-etil-1-beta-D-
arabinofuranosiluracilo), = FMAU  (fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), =~ FHOMP  (6-((1-fluoro-3-
hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir, valacivlovir,
penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-FEP), o
derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas laterales
similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir. En otras realizaciones mas, el sustrato de HSV-
TK es FHBG (9-(4-fluoro-3-(hidroximetil)butiljguanina).

En aun otras realizaciones, el indicador radioactivo es '8F, 84Cu, %mTe, 'C, "4C, 1241, 123], 131], 150, 13N y/o 8RbCI. En
otras realizaciones, el indicador radioactivo es '8F.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2703341 T3

En una realizacion, el sustrato de HSV-TK es ["®F]JFHBG (9-(4-'8F-fluoro-3-(hidroximetil)butillguanina). En aun otras
realizaciones, la sefial del indicador radioactivo se mide usando exploracién de tomografia por emisién de positrones
(PET).

En adn otras realizaciones, el nivel umbral es al menos por encima de 2,0 SUV (valor de captacion estandarizado) o
al menos 20 % por encima del fondo en una exploracién PET, o entre aproximadamente 1,0 SUV vy
aproximadamente 3,0 SUV, o entre aproximadamente 20 % y aproximadamente 40 % por encima del fondo en una
exploracion PET.

En algunas realizaciones, los procedimientos descritos en este documento comprenden ademas tratar al paciente
con la particula retroviral HSV-TK.

En aun otras realizaciones, la secuencia de localizaciéon nuclear viral (NLS) del polinucleétido HSV-TK codificado
esta mutada. En otras realizaciones mas, el polinucleétido de timidina quinasa se muta para incluir una secuencia de
exportacion nuclear (NES) en o cerca del extremo amino de la proteina timidina quinasa expresada. En una
realizacion, el polinucleétido de timidina quinasa se muta para aumentar la unién al sustrato de la proteina timidina
quinasa expresada. En otra realizacién, la mutacion es A168H.

En aun otras realizaciones, los procedimientos descritos en este documento comprenden ademas mutar el
polinucledtido de timidina quinasa para eliminar la secuencia de localizacién nuclear viral (NLS) e incluir una
secuencia de exportacion nuclear (NES) en o cerca del extremo amino de la proteina timidina quinasa expresada.
En algunas realizaciones, el polinucleétido HSV-timidina quinasa es la SEQ ID NO:18.

En una realizacion, los procedimientos descritos en este documento comprenden ademas una proteina dirigida
expresada en la envoltura viral. En algunas realizaciones, la proteina dirigida se une a colageno, laminina,
fibronectina, elastina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos o RGD. En aun otras realizaciones, la proteina dirigida se
une al colageno. En otras realizaciones mas, la proteina dirigida es la SEQ ID NO: 25.

En este documento también se proporcionan procedimientos y composiciones para identificar a un paciente o sujeto
que necesita tratamiento para lesiones y que pueden beneficiarse del tratamiento con terapia génica: a) administrar
una particula retroviral de terapia génica que comprende un polinucleétido HSV-TK y transducir células del paciente
con polinucleétido que codifica HSV-timidina quinasa; b) tratar las células con un sustrato de HSV-TK unido a un
indicador radioactivo; ¢) medir la cantidad relativa de sefal radioactiva presente en el tejido objetivo; d) identificar
pacientes donde el nivel de sustrato de HSV-TK marcado radioactivamente esta por encima de un umbral; e)
determinar la ubicacion de las lesiones en el paciente; y f) tratar dicho paciente o sujeto con la particula retroviral de
terapia génica que comprende un polinucleétido HSV-TK cuando la sefial radioactiva medida en el paciente esta por
encima de un determinado umbral, y la ubicacion de la sefal radioactiva medida se correlaciona con las lesiones
medidas en la etapa (e) del paciente.

En este documento se proporcionan procedimientos y composiciones para medir la actividad enzimatica de una
HSV-timidina transducida, comprendiendo el procedimiento: a) administrar una particula retroviral de terapia génica
que comprende un polinucledtido HSV-TK y transducir células del paciente con el polinucledtido que codifica la HSV-
timidina quinasa; b) tratar las células con un sustrato de HSV-TK unido a un indicador radiactivo; y c) medir la
cantidad relativa de sefal radioactiva presente en el tejido objetivo.

Ademas, en este documento se proporcionan procedimientos y composiciones para determinar el nivel de una sefial
indicadora en un sujeto o paciente después de la administracién de una particula de terapia génica, y seleccionar al
sujeto o paciente para el tratamiento con la particula de terapia génica cuando el nivel de la sefal indicadora esta
por encima de un umbral establecido. El indicador es una sefal radioactiva. En algunas realizaciones, el elemento
indicador radioactivo es '8F, 84Cu, %mTe, "1C, '#C, 124, 123], 31|, 150, 3N y/o 82RbClI.

En otras realizaciones mas, en el presente documento se proporcionan procedimientos y composiciones para
determinar el nivel de una sefial radioindicadora en un sujeto o paciente después de la administracion de una
construccién de terapia génica con timidina quinasa, y seleccionar al sujeto o paciente para el tratamiento con la
construccion de terapia génica cuando el nivel de la sefal indicadora esta por encima de un umbral establecido. En
algunas realizaciones, el indicador es un indicador radioactivo. En otras realizaciones, el elemento indicador
radioactivo es '8F, 84Cu, %mTe, ''C, 14C, 124, 123], 131 150, 8N y/o 8RDbCl. En otras realizaciones mas, el elemento
indicador radiactivo esta acoplado a un nucledsido u objetivo de nucledsido sintético para formar un objetivo
radioactivo. En algunas realizaciones, el objetivo de nucledsido es FHBG (9-[4-fluoro-3-(hidroximetil)butillguanina),
FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxilmetil)guanina), FGCV (fluoroganciclovir), FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-
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(2'-deoxi-2'-fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU (fluoro-5-etil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU
(fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-((1-fluoro-3-hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-
metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir, valacivlovir, penciclovir, pirimidina
radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-FEP), o derivados de pirimidina
sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas laterales similares al 2,3-
dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir. Preferentemente, el objetivo radioactivo es ['®FJFHBG (9-(4-'8F-
fluoro-3-(hidroximetil)butiljguanina).

También se proporcionan en este documento procedimientos que comprenden: (a) determinar el nivel de sefial
['®F]FHBG en un sujeto; y (b) seleccionar el sujeto para el tratamiento con una composicion donde el nivel de FHBG
esta por encima de un nivel umbral. En algunas realizaciones, el nivel umbral es de al menos aproximadamente 2,0
SUV (valores de captacion estandarizados) o al menos 20 % por encima de la sefial de fondo en una exploracion
PET.

Ademas, en este documento se proporciona un procedimiento que comprende: (a) determinar el nivel de sefial
['8F]FHBG en un sujeto; (b) excluir al sujeto del tratamiento con una composicion donde el nivel de FHBG en el
sujeto es mayor que aproximadamente 2,0 SUV o mayor que aproximadamente 20 % por encima de la sefial de
fondo en una exploracién PET; y (c) administrar a dicho sujeto un agente anticanceroso.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para identificar a un sujeto que es susceptible a
un tratamiento contra el cancer, comprendiendo el procedimiento: a) identificar la expresion de ['®F]FHBG en el
sujeto; b) tratar al sujeto.

En este documento se proporciona un procedimiento para medir el efecto espectador mediado por HSV-TK-FHBG
(9-[4-fluoro-3-(hidroximetil)butillguanina), FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxi]metil)guanina), FGCV
(fluoroganciclovir), FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-fluoro-1-3-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU
(fluoro-5-etil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU (fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-
((1-fluoro-3-hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir,
valacivlovir, penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-
FEP), o derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas
laterales similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir, comprendiendo el procedimiento: a)
trasducir células con un polinucleétido que codifica HSV-TK y una primera proteina fluorescente; b) transducir las
células con un polinucleétido que codifica una segunda proteina o proteina bioluminiscente que se puede distinguir
opticamente de la primera proteina fluorescente o bioluminiscente; c) tratar las células con un agente que se vuelve
citotoxico al ser fosforilado por HSV-TK; y d) medir la cantidad relativa de expresion de la primera proteina
fluorescente y la segunda proteina fluorescente. En una realizacién, la etapa d) comprende un lector de placas
Perkin Elmer, un fluorimetro; un clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS); un celémetro o un
espectrofotometro. En otra realizacion, la etapa d) comprende medir la salida fluorescente de la segunda proteina
fluorescente o bioluminiscente in vivo en el sujeto.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las caracteristicas novedosas de la invencion se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se
obtendra una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencion haciendo referencia a la
siguiente descripcion detallada que expone realizaciones ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la
invencion, y los dibujos adjuntos de los cuales:

La Figura 1 ilustra la estructura de f 9-[4-['8F]fluoro-3-(hidroximetil)butiljguanina(['®F]FHBG) y su mecanismo de
inhibicion.

La Figura 2 son imagenes coronales de todo el cuerpo de la biodistribucion de ['®F]JFHBG en un sujeto humano sano
en cuatro periodos distintos después de la inyeccion iv de 4,53 mCi de la ['®F]FHBG.

La Figura 3 es un esquema para un ensayo clinico de fase IA.

La Figura 4 es un esquema para un ensayo clinico de fase IB.

La Figura 5 es la respuesta de un paciente al tratamiento con HSV-TK en particulas de vector retroviral AAV.

Figura 6: medicion de la respuesta de un paciente a la administracion de ['®F]FHBG en exploracion PET (panel
superior), exploracion CT (panel central) y fusion de sefiales (panel inferior).

La Figura 7 es una imagen fluorescente de la biodistribuciéon de las particulas del vector retroviral HSV-TK en
animales.

La Figura 8 es una comparacién de imagenes coronales de tres horas de cortes de 5 mm en ratas a las que se
administré Reximmune C1 y C2. El tumor de la izquierda expresaba Reximmune-C2 y el de la derecha es
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Reximmune-C1.

La Figura 9 es una representacion grafica de la Figura 8, mostrando los promedios de la media dentro de los
tumores para imagenes de una y tres horas. Las barras de error son error estandar de los promedios. B12 es el
tumor que expresa Reximmune-C2 y A9 el tumor que expresa Reximmune-C1. C6 es el tumor de la linea celular
nativa.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En este documento se proporcionan procedimientos y composiciones para identificar un paciente susceptible de
tratamiento con un sistema de administracion de terapia génica. En este documento también se proporcionan
procedimientos y composiciones para identificar sujetos o pacientes que pueden beneficiarse del tratamiento con
terapia génica. Ademas, en este documento se proporcionan procedimientos y composiciones para identificar
sujetos 0 pacientes que expresan en cantidades suficientes una proteina terapéutica incluida en una construccion de
terapia génica. La identificacion de sujetos o pacientes que son capaces de expresar cantidades suficientes de una
proteina terapéutica permite a un facultativo evaluar e identificar a los pacientes que pueden beneficiarse de un
tratamiento de terapia génica particular. Al hacerlo, los pacientes y los sujetos se identifican en una etapa temprana
que son capaces de administrar agentes contra el cancer a través de particulas de terapia génica para tratar, por
ejemplo, lesiones primarias y metastéasicas.

En algunas realizaciones, los agentes anticancerosos expresados a partir de construcciones de terapia génica
incluidas en particulas virales pueden administrarse a pacientes mediante infusion intravenosa. En oftras
realizaciones mas, los agentes anticancerosos expresados a partir de construcciones de terapia génica pueden
administrarse a pacientes mediante infusion intraarterial. En otras realizaciones mas, las particulas virales que
contienen agentes anticancerosos pueden administrarse por via intratumoral. En aun otras realizaciones mas, los
agentes anticancerosos expresados a partir de construcciones de terapia génica pueden transducirse
selectivamente in vitro en células objetivo.

En otras realizaciones mas, los agentes anticancerosos expresados a partir de construcciones de terapia génica
pueden dirigirse a lesiones primarias y metastasicas, liberando de ese modo un gen que destruye tumores en las
lesiones primarias y metastasicas mientras se conservan células y tejidos normales. En algunas realizaciones, la
direccion de construcciones de terapia génica es especifica. En otras realizaciones mas, la direccién de
construcciones de terapia génica es a una proteina de superficie celular o extracelular. En algunas realizaciones, la
proteina de superficie celular o extracelular es colageno. En otras realizaciones mas, la direccion de construcciones
de terapia génica es a una proteina especifica expresada por células tumorales. Dichos agentes anticancerosos
proporcionan una herramienta poderosa que puede dirigirse especificamente a las células cancerosas, mitigando de
ese modo los efectos secundarios no deseados de otras terapias contra el cancer conocidas.

La construccion de terapia génica es un retrovirus. Los retrovirus tipicamente tienen tres marcos de lectura abiertos
comunes, gag, pol y env, que codifican las proteinas estructurales de matriz, gag y nucleocapside, codifican enzimas
que incluyen transcriptasa inversa, integrasa y proteasa, y codifican proteinas de envoltura y proteinas fusogénicas
transmembrana, respectivamente. Tipicamente, las particulas de vectores retrovirales se producen al empaquetar
lineas celulares que proporcionan los productos necesarios de los genes gag, pol y env en trans. (Miller, y col.,
Human Gene Therapy, vol. 1, pags. 5-14 (1990)). Este enfoque da como resultado la produccién de particulas de
vectores retrovirales que transducen células de mamiferos, pero son incapaces de replicarse una vez que se han
integrado en el genoma de la célula.

En algunas realizaciones, el retrovirus comprende al menos una proteina o carga util terapéutica suministrada por la
construccion de terapia génica. En algunas realizaciones, la proteina o carga util terapéutica es una enzima. En
otras realizaciones mas, la proteina o carga util terapéutica es timidina quinasa. La timidina quinasa es la timidina
quinasa del HSV (virus del herpes simple). En otras realizaciones mas, la timidina quinasa es timidina quinasa HSV
(virus del herpes simple) 1.

En algunas realizaciones, la construccion de terapia génica HSV-TK se optimiza con respecto a la expresion maxima
del gen y la actividad de destruccion del tumor tanto in vitro e in vivo, incluida la terapia génica del cancer. En
algunas realizaciones, el gen HSV-TK esta optimizado en codones. En aun otras realizaciones, la construccion de
terapia génica HSV-TK esta dirigida a una célula o tejido tumoral especifico. En otras realizaciones mas, la
construccion de terapia génica HSV-TK esta dirigida a una proteina de la superficie celular expresada
especificamente en células tumorales. En otras realizaciones mas, la construccion de terapia génica HSV-TK esta
dirigida a una proteina de la superficie celular expresada en células o tejido tumoral. En otras realizaciones, la
construccion de terapia génica HSV-TK est4 dirigida al colageno.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2703341 T3

Cuando se expresa in vivo en las células, HSV-TK escinde enzimaticamente un agente nucledsido coadministrado,
como ganciclovir, penciclovir, val-ganciclovir, aciclovir y val-aciclovir, y posteriormente transforma el agente
coadministrado en un agente citotoxico. Las timidina quinasas de mamiferos son insensibles a estos agentes
coadministrados. Por lo tanto, la sensibilidad al agente citotéxico solo se confiere a las células tumorales después de
la expresion del gen HSV-TK. EI HSV-TK resultante convierte el ganciclovir en un producto monofosforilado, que
luego se convierte en di- y trifosfatos por las quinasas del huésped, lo que lleva a la citotoxicidad y la muerte de las
células tumorales. Se ha demostrado anteriormente que la terapia con la timidina quinasa viral es prometedora en el
tratamiento de varios canceres, incluidos gliomas, hepatoma y melanoma.

HSV-TK también fosforila selectivamente el analogo de nucledsido de, por ejemplo, 9-[4-'8F-fluoro-3-
(hidroximetil)butillguanina(['®F]FHBG) (FIG. 1), que escinde el indicador radioactivo '®F de la molécula de FHBG. Por
lo tanto, la expresion de HSV-TK puede controlarse estrechamente con exploraciones de tomografia por emision de
positrones (PET).

En consecuencia, en este documento se proporcionan procedimientos y composiciones para determinar el nivel de
una sefal indicadora en un sujeto o paciente después de la administracién de un vector de terapia génica, y
seleccionar al sujeto o paciente para el tratamiento con el vector de terapia génica cuando el nivel de la sefial
indicadora esta por encima de un umbral establecido. El indicador es una sefial radioactiva. En algunas
realizaciones, el elemento indicador radioactivo es '8F, 4Cu, 9mTe, ''C, 14C, 124, 123], 131], 150, 13N y/o 82RbCl.

En otras realizaciones mas, en el presente documento se proporcionan procedimientos y composiciones para
determinar el nivel de una sefal radioindicadora en un sujeto o paciente después de la administraciéon de un vector
de terapia génica con timidina quinasa, y seleccionar al sujeto o paciente para el tratamiento con el vector de terapia
génica cuando el nivel de la sefal indicadora esta por encima de un umbral establecido. El indicador es un indicador
radioactivo. En otras realizaciones, el elemento indicador radioactivo es '8F, 84Cu, 9°™Te, "1C, 4C, 24|, 123] 131 15Q,
3N y/o 82RbClI. En otras realizaciones mas, el elemento indicador radiactivo esta acoplado a un nucledsido u objetivo
de nucledsido sintético para formar un objetivo radioactivo. En algunas realizaciones, el objetivo de nucledsido es
FHBG (9-[4-fluoro-3-(hidroximetil)butillguanina), FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxilmetil)guanina), FGCV
(fluoroganciclovir), FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU
(fluoro-5-etil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU (fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-
((1-fluoro-3-hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir,
valacivlovir, penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-
FEP), o derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas
laterales similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir. Preferentemente, el objetivo radioactivo
es ['8F]JFHBG (9-(4-"8F-fluoro-3-(hidroximetil)butill|guanina).

También se proporcionan en este documento procedimientos que comprenden: (a) determinar el nivel de sefial
['8F]FHBG en un sujeto; y (b) seleccionar al sujeto para el tratamiento con una composicion de terapia génica donde
el nivel de ['®F]FHBG es al menos 2,0 SUV o al menos 20 % por encima del fondo en una exploracion PET.

Ademas, en este documento se proporciona un procedimiento que comprende: (a) determinar el nivel de sefial
['®F]FHBG en un sujeto; (b) incluir al sujeto con tratamiento con una composicion donde el nivel de FHBG en el
sujeto es mayor que aproximadamente 2,0 SUV en la exploraciéon PET; y (c) administrar a dicho sujeto un agente
anticanceroso.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para identificar a un sujeto que es susceptible a
un tratamiento contra el cancer, comprendiendo el procedimiento: a) identificar la expresion de ['®F]FHBG en el
sujeto; b) tratar al sujeto.

En este documento se proporciona un procedimiento para medir el efecto espectador mediado por HSV-TK-FHBG
(9-[4-fluoro-3-(hidroximetil)butill]guanina), FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxi]metil)guanina), FGCV
(fluoroganciclovir), FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU
(fluoro-5-etil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU (fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-
((1-fluoro-3-hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir,
valacivlovir, penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo enN-1 (HHG-5-
FEP), o derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas
laterales similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir, comprendiendo el procedimiento: a)
trasducir células con un polinucledtido que codifica HSV-TK y una primera proteina fluorescente; b) transducir las
células con un polinucledtido que codifica una segunda proteina fluorescente o bioluminiscente que se puede
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distinguir épticamente de la primera proteina fluorescente o bioluminiscente; c) tratar las células con un agente que
se vuelve citotdxico al ser fosforilado por HSV-TK; y d) medir la cantidad relativa de expresion de la primera proteina
fluorescente y la segunda proteina fluorescente. En una realizacién, la etapa d) comprende un lector de placas
Perkin Elmer, un fluorimetro; un clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS); un celémetro o un
espectrofotometro. En otra realizacion, la etapa d) comprende medir la salida fluorescente de la segunda proteina
fluorescente o bioluminiscente in vivo en el sujeto.

En este documento también se proporcionan procedimientos para determinar el nivel de sefial ["®F]FHBG en un
sujeto y seleccionar al sujeto para el tratamiento con una composicién de terapia génica donde el nivel de ['®F]JFHBG
es al menos aproximadamente 2,0 SUV o al menos 20 % por encima del fondo en una exploraciéon PET.

DEFINICIONES

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que entiende comunmente un experto en la materia a la que pertenece la invencién. En el caso de
que haya una pluralidad de definiciones para los términos de este documento, prevalecen los de esta seccion.
Cuando se hace referencia a una URL u otro identificador o direccién de ese tipo, se entiende que dichos
identificadores pueden cambiar y la informacion particular en internet puede aparecer y desaparecer, pero se puede
encontrar informaciéon equivalente buscando en internet. La referencia a la misma evidencia la disponibilidad y
difusion publica de dicha informacion.

Como se usa en este documento, "acido nucleico" se refiere a un polinucleétido que contiene al menos dos
subunidades de nucleétidos o analogos de nucleétidos unidos covalentemente. Un acido nucleico generalmente es
un acido desoxirribonucleico (ADN), un acido ribonucleico (ARN) o un andlogo de ADN o ARN. Los analogos de
nucledtidos estan disponibles en el mercado y se conocen procedimientos para preparar polinucleétidos que
contienen dichos analogos de nucledtidos (Lin y col. (1994) Nucl. Acids Res. 22:5220-5234;Jellinek y col. (1995)
Biochemistry 34:11363-11372;Pagratis y col. (1997) Nature Biotechnol. 15:68-73). El acido nucleico generalmente es
monocatenario, bicatenario o una mezcla de los mismos. Para los fines de este documento, a menos que se
especifique de otro modo, el &cido nucleico es bicatenario, o es evidente por el contexto.

Como se usa en este documento, "ADN" pretende incluir todos los tipos y tamafos de moléculas de ADN, incluido el
ADNC, los plasmidos y el ADN que incluye los nucleétidos modificados y los analogos de nucledtidos.

Como se usa en este documento, "nucleétidos” incluye nucledsidos mono-, di- y trifosfatos. Los nucledtidos también
incluyen nucledtidos modificados, tales como, pero sin limitacion, nucledtidos de fosforotioato y nucleétidos de
deazapurina y otros analogos de nucleétidos.

El término "polinucleétido”, como se usa en este documento, significa una forma polimérica de nucledtido de
cualquier longitud, e incluye ribonucledtidos y desoxirribonucleétidos. Dicho término también incluye ADN
monocatenario y bicatenario, asi como ARN monocatenario y bicatenario. El término también incluye polinucleétidos
modificados, tales como polinucleétidos metilados o protegidos.

Como se usa en este documento, el término "sujeto” se refiere a animales, plantas, insectos y aves en los que se
introducen las grandes moléculas de ADN. Se incluyen organismos superiores, tales como mamiferos y aves,
incluyendo seres humanos, primates, roedores, vacas, cerdos, conejos, cabras, ovejas, ratones, ratas, cobayas,
gatos, perros, caballos, pollos y otros.

Como se usa en este documento, "administrar a un sujeto” es un procedimiento mediante el cual uno o mas agentes
de administracion y/o moléculas de acido nucleico grandes, juntas o por separado, se introducen o se aplican en un
sujeto de manera que las células objetivo que estan presentes en el sujeto con el tiempo se ponen en contacto con
el agente y/o las moléculas de acido nucleico grandes.

Como se usa en este documento, "vector de administracion" o "vehiculo de administracion" o "vector terapéutico" o
"sistema terapéutico" se refiere a particulas virales y no virales que albergan y transportan moléculas de acido
nucleico exdgenas a una célula o tejido objetivo. Los vehiculos virales incluyen, pero sin limitacién, retrovirus,
adenovirus, virus lentivirales, virus de herpes y virus adenoasociados. Los vehiculos no virales incluyen, pero sin
limitacion, microparticulas, nanoparticulas, virosomas y liposomas. "Dirigido", como se usa en este documento, se
refiere al uso de ligandos que estan asociados con el vehiculo de administracién y dirigen el vehiculo a una célula o
tejido. Los ligandos incluyen, pero sin limitacion, anticuerpos, receptores y dominios de unién a colageno.
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Como se usa en este documento, "administracion”, que se usa de manera intercambiable con "transduccién", se
refiere al procedimiento por el cual las moléculas de acido nucleico exdgenas se transfieren a una célula de tal
manera que estan ubicadas dentro de la célula. La administracion de acidos nucleicos es un procedimiento distinto
de la expresion de acidos nucleicos.

Como se usa en este documento, un "sitio de clonacion multiple (MCS)" es una regidon de acido nucleico en un
plasmido que contiene multiples sitios de enzimas de restriccion, cualquiera de los cuales puede usarse junto con
tecnologia recombinante convencional para digerir el vector. "Digestion de enzimas de restriccion" se refiere a la
escision catalitica de una molécula de acido nucleico con una enzima que funciona solo en ubicaciones especificas
en una molécula de acido nucleico. Muchas de estas enzimas de restriccion estan disponibles en el mercado. El uso
de dichas enzimas es ampliamente entendido por los expertos en la materia. Con frecuencia, un vector se linealiza o
se fragmenta usando una enzima de restriccion que corta dentro del MCS para permitir que las secuencias
exogenas se liguen al vector.

Como se usa en este documento, "origen de replicacion” (a menudo denominado "ori"), es una secuencia especifica
de acido nucleico en la que se inicia la replicacion. Como alternativa, se puede emplear una secuencia de
replicacién autbnoma (ARS) si la célula huésped es levadura.

Como se usa en este documento, los "marcadores seleccionables o detectables" confieren un cambio identificable a
una célula que permite una facil identificacion de las células que contienen un vector de expresion. Generalmente,
un marcador seleccionable es aquel que confiere una propiedad que permite la seleccion. Un marcador
seleccionable positivo es aquel en el que la presencia del marcador permite su seleccion, mientras que un marcador
seleccionable negativo es aquel en el que su presencia impide su seleccion. Un ejemplo de un marcador
seleccionable positivo es un marcador de resistencia a farmacos.

Por lo general, la inclusion de un marcador de seleccidon de farmacos ayuda en la clonacion e identificacion de los
transformantes, por ejemplo, los genes que confieren resistencia a la neomicina, puromicina, higromicina, DHFR,
GPT, zeocina e histidinol son marcadores seleccionables utiles. Ademas de los marcadores que confieren un
fenotipo que permite la discriminaciéon de los transformantes basandose en la implementacion de las condiciones,
también se contemplan otros tipos de marcadores que incluyen marcadores detectables, como el GFP, cuya base es
el analisis colorimétrico. En algunas realizaciones, se utilizan enzimas detectables tales como el virus del herpes
simple timidina quinasa (tk) o cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). Un experto en la materia también sabria como
emplear marcadores inmunoldgicos, posiblemente junto con el anadlisis FACS. El marcador usado no se considera
importante, siempre que sea capaz de expresarse simultdneamente con el acido nucleico que codifica un producto
genético. Otros ejemplos de marcadores seleccionables y detectables son bien conocidos por un experto en la
materia.

Como se usa en este documento, "expresion" se refiere al procedimiento mediante el cual el acido nucleico se
traduce en péptidos o se transcribe en ARN, que, por ejemplo, puede traducirse en péptidos, polipéptidos o
proteinas. Si el acido nucleico deriva de ADN gendmico, la expresion incluye, si se selecciona una célula u
organismo huésped eucariético adecuado, el empalme del ARNm. Para que el acido nucleico heterélogo se exprese
en una célula huésped, inicialmente debe administrarse en la célula y luego, una vez en la célula, residir en ultima
instancia en el nucleo.

Como se usa en este documento, un "curso terapéutico” se refiere a la administracion perioddica o programada de los
vectores descritos en este documento dentro de un periodo de tiempo definido. Dicho periodo de tiempo es de al
menos un dia, al menos dos dias, al menos tres dias, al menos cinco dias, al menos una semana, al menos dos
semanas, al menos tres semanas, al menos un mes, al menos dos meses, o al menos seis meses. La administraciéon
también podria llevarse a cabo de manera crénica, es decir, por un periodo de tiempo indefinido. La administracion
periédica o programada incluye una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia u otra administracion programada.
Tal como se usa en este documento, las expresiones "coadministracion”, "administrados en combinacion con" y sus
equivalentes gramaticales o similares pretenden abarcar la administraciéon de los agentes terapéuticos
seleccionados a un solo paciente, y pretenden incluir regimenes de tratamiento en los que los agentes se
administran por la misma o diferente via de administracion o en el mismo o diferentes momentos. En algunas
realizaciones, un agente terapéutico como se describe en la presente solicitud se administrara conjuntamente con
otros agentes. Estos términos abarcan la administracién de dos o mas agentes a un animal de modo que ambos
agentes y/o sus metabolitos estén presentes en el animal al mismo tiempo. Incluyen la administracion simultanea en
composiciones separadas, la administracion en diferentes momentos en composiciones separadas, y/o la
administracion en una composicion en la que ambos agentes estan presentes. Por lo tanto, en algunas
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realizaciones, un agente terapéutico y el(los) otro(s) agente(s) se administran en una Gnica composicion. En algunas
realizaciones, un agente terapéutico y el(los) otro(s) agente(s) se mezclan en la composicion. En realizaciones
adicionales, un agente terapéutico y el(los) otro(s) agente(s) se administran en momentos separados en dosis
separadas.

El término "célula huésped" indica, por ejemplo, microorganismos, células de levadura, células de insecto y células
de mamiferos, que pueden ser, o han sido, usadas como receptores de multiples construcciones para producir un
vector de administracion. El término incluye la progenie de la célula original que ha sido transfectada. Por lo tanto,
una "célula huésped" como se usa en este documento generalmente se refiere a una célula que ha sido transfectada
con una secuencia de ADN exdgena. Se entiende que la progenie de una Unica célula parental puede no ser
necesariamente completamente idéntica en morfologia o en el complemento de ADN gendmico o total como el
progenitor original, debido a una mutacion natural, accidental o deliberada

Como se usa en este documento, "terapia genética" implica la transferencia de ADN heterdlogo a determinadas
células, células objetivo, de un mamifero, particularmente un ser humano, con un trastorno o afecciones para las
cuales se busca terapia o diagnédstico. EI ADN se introduce en las células objetivo seleccionadas de una manera tal
que el ADN heterdlogo se expresa y se produce de ese modo un producto terapéutico codificado. En algunas
realizaciones, el ADN heterdlogo, directa o indirectamente, media la expresién del ADN que codifica el producto
terapéutico. En algunas realizaciones, el ADN heterdlogo codifica un producto, tal como un péptido o ARN que
media, directa o indirectamente, la expresion de un producto terapéutico. En algunas realizaciones, la terapia
genética se usa para administrar un acido nucleico que codifica un producto génico para reemplazar un gen
defectuoso o complementar un producto genético producido por el mamifero o la célula en la que se introduce. En
algunas realizaciones, el acido nucleico introducido codifica un compuesto terapéutico, como un factor de
crecimiento o un inhibidor del mismo, o un factor de necrosis tumoral o un inhibidor del mismo, como un receptor por
lo tanto, que generalmente no se produce en el huésped mamifero o que no es producido en cantidades
terapéuticamente efectivas o en un momento terapéuticamente Uutil. En algunas realizaciones, el ADN heterélogo que
codifica el producto terapéutico se modifica antes de la introducciéon en las células del huésped afectado con el fin de
mejorar o alterar de otro modo el producto o la expresion del mismo.

Como se usa en este documento, "secuencia de acido nucleico heteréloga" es generalmente ADN que codifica ARN
y proteinas que normalmente no se producen in vivo por la célula en la que se expresa o que media o codifica
mediadores que alteran la expresion del ADN endégeno al afectar la transcripcion, traduccion u otros procedimientos
bioquimicos regulables. Cualquier ADN que un experto en la materia reconozca o considere como heterélogo o
ajeno a la célula en la que se expresa esta englobado en este documento por ADN heterdlogo. Ejemplos de ADN
heterélogo incluyen, pero sin limitacién, ADN que codifica proteinas marcadoras trazables, como una proteina que
confiere resistencia al farmaco, ADN que codifica sustancias terapéuticamente efectivas, como agentes
anticancerosos, enzimas y hormonas, y ADN que codifica otros tipos de proteinas, como los anticuerpos. En algunas
realizaciones, los anticuerpos que son codificados por ADN heterélogo se secretan o expresan en la superficie de la
célula en la que se ha introducido el ADN heterologo.

Como se usa en este documento, la expresion "timidina quinasa mutante" se refiere no solo a la proteina especifica
descrita en este documento (asi como a las secuencias de acido nucleico que codifican estas proteinas), sino a
derivados de la misma, que pueden incluir diversas formas estructurales de la proteina primaria que conservan
actividad biologica.

Como se usa en este documento, "timidina quinasa no mutada" se refiere a una secuencia de polipéptido de timidina
quinasa nativa o de tipo silvestre.

Como se usa en este documento, "gen suicida" se refiere a un acido nucleico que codifica un producto, donde el
producto causa la muerte celular por si mismo o en la presencia de otros compuestos.

Como se usa en este documento, el término "mutado" o "reemplazado por otro nucleétido" significa que un
nucledtido en una posiciéon determinada se reemplaza en esa posicidon por un nucleétido distinto al que se produce
en la secuencia no mutada o mutada anteriormente. Es decir, en algunos aspectos, se pueden hacer modificaciones
especificas en diferentes nucleétidos. En algunas realizaciones, los reemplazos se hacen de manera que los sitios
relevantes del donante y/o aceptor de empalme ya no estan presentes en un gen.

Como se usa en este documento, un "aminoacido polar" se refiere a los restos de aminoacidos Asp (N), Cys (C), GIn
(Q), Gly (G), Ser (S), Thr (T) o Tyr (Y).
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Como se usa en este documento, un "aminoacido no polar" se refiere a los restos de aminoacidos Ala (A), lle (1), Leu
(L), Met (M), Phe (F), Pro (P), Trp (W) ), o Val (V).

Como se usa en este documento, un "aminoacido basico" se refiere a los restos de aminoacidos Arg (R), His (H) o
Lys (K)

Como se usa en este documento, un "aminoacido acido" se refiere a los residuos de aminoacidos Asp (D) o Glu (E).
TERAPIA DE GENES

La terapia génica implica la transferencia de ADN heterélogo a determinadas células de un mamifero,
particularmente un ser humano, con un trastorno o afecciones para las cuales se busca terapia o diagnostico. El
ADN se introduce en las células objetivo seleccionadas de una manera tal que el ADN heterdlogo se expresa y se
produce de ese modo un producto terapéutico codificado.

En algunas realizaciones, el ADN heterdlogo, directa o indirectamente, media la expresion del ADN que codifica el
producto terapéutico. En algunas realizaciones, el ADN heterélogo codifica un producto, tal como un péptido o ARN
que media, directa o indirectamente, la expresién de un producto terapéutico. En algunas realizaciones, el acido
nucleico introducido codifica un compuesto terapéutico, como un factor de crecimiento o un inhibidor del mismo, o un
factor de necrosis tumoral o un inhibidor del mismo, como un receptor por lo tanto, que generalmente no se produce
en el huésped mamifero o que no es producido en cantidades terapéuticamente efectivas o en un momento
terapéuticamente util.

Se han usado procedimientos no virales y virales para administrar ADN terapéutico heterdlogo en la célula, incluidas
particulas de vectores virales derivadas de retrovirus, adenovirus, particulas virales adenoasociadas, particulas de
virus de herpes, virus de la vacuna, lentivirus, virus de la viruela, virus de Semliki y virus pseudotipados.

En consecuencia, en este documento se proporcionan construcciones virales para la transferencia de genes a
células in vivo, ex vivo o in vitro para terapia génica. Dichas particulas de vectores virales incluyen, pero sin
limitacion, particulas de vectores retrovirales, particulas de vectores adenovirales, particulas de virus
adenoasociadas, particulas de virus del herpes, virus pseudotipados, particulas de vectores lentivirales, particulas
de vectores de virus de la viruela, particulas de vectores del virus de la vacuna y particulas no virales.
Preferentemente, la particula de vector viral es una particula de vector retroviral.

CONSTRUCCIONES DE RETROVIRAL

En algunas realizaciones, la particula de vector empleada para el uso de terapia génica es una particula de vector
retroviral. En aun otras realizaciones, la particula de vector retroviral deriva del virus de la leucemia murina de
Moloney y es de la serie LN de vectores, tales como los mencionados anteriormente en este documento, y se
describe adicionalmente en Bender, y col., J. Virol., vol. 61, pags. 1639-1649 (1987) y Miller, y col., Biotechniques,
vol. 7, pags. 980-990 (1989). Dichos vectores tienen una parte de la sefial de empaquetamiento derivada de un virus
de sarcoma de ratéon y un coddn de iniciacion gag mutado. El término "mutado” como se usa en este documento
significa que el codon de iniciacion de gag se ha eliminado o alterado de tal manera que la proteina gag o
fragmentos o truncamientos de la misma no se expresan.

En algunas realizaciones, la particula de vector retroviral incluye una envoltura modificada, que incluye al menos un
polinucledtido que codifica al menos un polipéptido heterdlogo para expresarse en una célula deseada. El
polipéptido heterélogo puede, en una realizacidn, ser un agente terapéutico. El agente terapéutico es la timidina
quinasa, mas preferentemente HSV-TK.

En aun otras realizaciones, los agentes terapéuticos incluyen, pero sin limitacién, factores de crecimiento tales como,
por ejemplo, factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
eritropoyetina, G-CSF, GM-CSF, TGFa, TGF-B y factor de crecimiento de fibroblastos, citoquinas, que incluyen, pero
sin limitacion, interleuquinas y factores de necrosis tumoral. Otros agentes terapéuticos incluyen, pero sin limitacion,
anticoagulantes, agentes antiplaquetarios, agentes antiinflamatorios, proteinas supresoras de tumores, factores de
coagulacién, incluidos el factor VII, factor VIl y factor IX, proteina S, proteina C, antitrombina Il y von factor de
Willebrand.

En algunas realizaciones, el polinucledtido que codifica el agente terapéutico esta bajo el control de un promotor
adecuado. Los promotores adecuados que pueden emplearse incluyen, pero sin limitacién, la LTR retroviral; el
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promotor SV40; el promotor de citomegalovirus (CMV); el promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV); el
promotor de histonas; el promotor pollll, el promotor de la B-actina; promotores inducibles, tales como el promotor
MMTV, el promotor de metalotioneina; promotores de choque térmico; promotores de adenovirus; el promotor de
albumina; el promotor ApoAl; promotores de parvovirus B19; promotores de la globina humana; promotores de la
timidina quinasa viral, tales como el promotor de la timidina quinasa del virus del herpes simple; LTR retrovirales;
promotores de la hormona del crecimiento humano y el promotor inducible por MxIFN. El promotor también puede
ser el promotor nativo que controla el polinucleétido que codifica el agente terapéutico.

Los polinucleétidos que codifican el polipéptido de envoltura modificada y el agente terapéutico pueden situarse en
un vector adecuado mediante técnicas de ingenieria genética conocidas por los expertos en la materia. Cuando el
vector modificado es una particula de vector retroviral, los polinucleétidos que codifican el polipéptido de envoltura
modificada y el agente terapéutico se sitian en un vector de plasmido retroviral adecuado.

El vector de plasmido retroviral incluye uno o mas promotores. Los promotores adecuados que pueden emplearse
incluyen, pero sin limitacion, la LTR retroviral; el promotor SV40; y el promotor del citomegalovirus humano (CMV)
descrito en Miller, y col., Biotechniques, vol. 7, n.° 9, 980-990 (1989), o cualquier otro promotor (por ejemplo,
promotores celulares tales como promotores celulares eucariotas que incluyen, pero sin limitacién, los promotores de
histona, pol Il y B-actina). Otros promotores virales que pueden emplearse incluyen, pero sin limitaciéon, promotores
de adenovirus, promotores de TK y promotores de parvovirus B19. La selecciéon de un promotor adecuado sera
evidente para los expertos en la materia a partir de las ensefianzas contenidas en este documento.

En una realizacion, el vector plasmidico retroviral, que incluye un polinucleétido que codifica la envoltura modificada
y un polinucleétido que codifica un agente terapéutico, se emplea para transducir una linea celular de
empaquetamiento para formar una linea celular productora, que generara particulas de vectores retrovirales
infecciosas. En una realizacion, la linea celular de empaquetamiento es una linea celular de "empaquetamiento
previo" que incluye polinucleétidos que codifican las proteinas retrovirales gag y pol, pero no la proteina de envoltura
o env. Dichas lineas celulares, tras la transduccion con el vector plasmidico retroviral, generan particulas retrovirales
infecciosas que incluyen la envoltura modificada o quimérica y un polinucleétido que codifica el agente terapéutico.
El vector puede transducir las células de empaquetamiento a través de cualquier medio conocido en la técnica
Dichos medios incluyen, pero sin limitacion, electroporacion, y el uso de liposomas, tales como los descritos
anteriormente, y precipitacion con CaPOs. Dichas células productoras generan particulas de vectores retrovirales
infecciosas que incluyen la envoltura modificada, la envoltura retroviral de tipo silvestre, un polinucleétido que
codifica la envoltura modificada, o quimérica, y un polinucleétido que codifica un agente terapéutico.

En otra realizacién, se proporciona una célula de empaquetamiento que incluye una secuencia de acido nucleico
que codifica una envoltura quimérica modificada de acuerdo con la invenciéon, y que puede incluir ademas
secuencias de acido nucleico que codifican las proteinas gag y pol. Una célula productora para generar particulas
virales que incluye una envoltura modificada de acuerdo con la invencién se produce introduciendo en dicha célula
de empaquetamiento una particula de vector retroviral o un vector de plasmido retroviral, incluyendo en cada caso
un polinucledtido que codifica un agente terapéutico. Por tanto, la linea celular productora genera particulas
retrovirales infecciosas que incluyen la envoltura quimérica modificada y el polinucleétido que codifica el agente
terapéutico.

ADMINISTRACION DEL VECTOR RETROVIRAL DIRIGIDO

En algunas realizaciones, en este documento se proporcionan particulas de vector que tienen una proteina de
superficie viral modificada, tal como, por ejemplo, un polipéptido de envoltura viral modificado, para dirigir la particula
de vector a un componente de matriz extracelular. La proteina de la superficie viral se modifica para incluir un
polipéptido dirigido que incluye una region de unién que se une a un componente de la matriz extracelular.

En algunas realizaciones, el polipéptido dirigido se inserta entre dos restos de aminoacidos numerados
consecutivamente de la regidon de union al receptor nativo (es decir, sin modificar) de la envoltura retroviral. En otras
realizaciones mas, los restos de aminoéacidos de la region de unién al receptor pueden eliminarse y reemplazarse
con el polipéptido dirigido.

Como una alternativa a la modificacion de la regién de unién al receptor, o ademas de la region de unién al receptor
modificada, las particulas retrovirales pueden tener modificaciones en otras regiones de la proteina de envoltura, de
manera que otras regiones de la envoltura pueden incluir el polipéptido dirigido, tal como, para ejemplo, la sefal
secretora o secuencia "lider", la regién bisagra o la parte del cuerpo. Dichas modificaciones pueden incluir
deleciones o sustituciones de restos de aminoacidos en la envoltura retroviral, donde los restos de aminoacidos de
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regiones distintas a la region de unién al receptor de la envoltura se eliminan y reemplazan con el polipéptido
dirigido, o el polipéptido dirigido se situa entre los restos de aminoacido numerados consecutivamente de regiones
distintas de la region de union al receptor de la envoltura viral.

En otra realizacion alternativa, la envoltura retroviral, antes de la modificacién de la misma para incluir el polipéptido
dirigido que se une al componente de la matriz extracelular, puede ser una envoltura que incluye regiones de
diferentes tropismos. Por ejemplo, la envoltura retroviral puede ser una envoltura del virus de la leucemia murina de
Moloney que incluye una proteina gp70 que tiene una porcién ecotrdpica y una porcion anfotrépica y/o xenotrépica.

En general, el polipéptido dirigido incluye una region de unidon que se une a un componente de la matriz extracelular,
que incluye, pero sin limitacién, colageno (incluido colageno tipo | y colageno tipo 1V), laminina, fibronectina, elastina,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos y secuencias que se unen a fibronectina, como arginina-glicina-acido aspartico,
o secuencias RGD. Las regiones de union que pueden incluirse en el polipéptido dirigido incluyen, pero sin
limitacion, dominios polipeptidicos que son dominios funcionales dentro del factor de von Willebrand o derivados del
mismo, donde dichos dominios polipeptidicos se unen al colageno. En una realizacion, la regiéon de unién es un
polipéptido que tiene la siguiente férmula estructural: Trp-Arg-Glu-Pro-Ser-Phe-Met-Ala-Leu-Ser. (SEQ ID NO: 25).

Ademas de la region de union, el polipéptido dirigido puede incluir ademas secuencias enlazadoras de uno o mas
restos de aminoacidos, situadas en el N terminal y/o C terminal de la regidon de union, por lo que dichos enlazadores
aumentan la flexibilidad rotacional y/o minimizan los obstéculos estéricos del polipéptido de envoltura modificada.

HSV-TK

La timidina quinasa es una enzima de via de recuperacion que fosforila los sustratos de nucledsidos naturales asi
como los analogos de nucledsidos. En general, la timidina quinasa se usa terapéuticamente mediante la
administracion de un analogo de nucledsido tal como ganciclovir o aciclovir a una célula que expresa timidina
quinasa, donde la timidina quinasa fosforila el analogo de nucledsido, creando un producto toxico capaz de destruir
la célula.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican la timidina quinasa exdégena como se usa en este documento pueden
prepararse a partir de una amplia diversidad de timidina quinasas. En algunas realizaciones, el mutante de la
timidina quinasa deriva de la timidina quinasa de Herpesviridae que incluye, por ejemplo, virus de herpes de primate
y virus de herpes no primate tales como virus de herpes aviar. Ejemplos representativos de virus herpes adecuados
incluyen, por ejemplo, virus herpes simple (HSV) tipo 1, virus herpes simple tipo 2, virus de la varicela zoster, virus
del herpes titi, virus herpes felino tipo 1, virus pseudorabies, virus del herpes equino tipo 1, virus del herpes bovino
tipo 1, virus del herpes del pavo, virus de la enfermedad de Marek, virus del herpes saimir y virus de Epstein-Barr.

MEJORAS AL GEN TK

En algunas realizaciones, en este documento, se describe una secuencia de polinucleétidos que codifica HSV-TK.
En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos codifica una secuencia de aminoacidos de HSV-TK de tipo
silvestre. En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos codifica una secuencia de aminoacidos de HSV-
TK mutada.

Los procedimientos ejemplares que se pueden usar en la preparaciéon de una secuencia polinucleotidica optimizada
proporcionada en este documento incluyen, pero sin limitacion, optimizacion de codones; correccidon de sitios de
empalme, eliminacion de tractos de poli-pirimidina y exceso de contenido de GC; adicion de una sola secuencia de
Kozak, eliminacion de secuencias de Kozak no deseadas; inclusion de sitios de restriccion para subclonacion en
vectores retrovirales u otros; eliminacién de secuencias de localizaciéon nuclear o adicion de secuencias de
exportacion nuclear; adicion de secuencias de mutacion; adicion de secuencias de codones de doble parada; adicion
de tags, enlazadores y secuencias de fusion; preparacion del archivo de secuencias para su presentacion a la
compaifiia de sintesis de genes; subclonacion del gen sintetizado en vectores retrovirales; inclusion de genes de
proteinas fluorescentes en vectores retrovirales; inclusién de genes marcadores seleccionables en vectores
retrovirales; preparacion de ADN plasmidico Maxiprep; transfeccion del productor retroviral u otras células;
produccién en laboratorio, piloto o en escala GMP de retrovirus; transduccion de células objetivo con retrovirus;
ensayo de destruccion celular mediado por GCV o farmacos andlogos; ensayo de seleccion de
hipoxantina/aminopterina/timidina (HAT); procedimiento de seleccién del farmaco marcador seleccionable para
producir lineas celulares transducidas retrovirales; microscopia de fluorescencia y fotografia para detectar y
documentar células objetivo transducidas con retrovirus; deteccion fluorescente cuantitativa de células objetivo
transducidas retrovirales; ensayo de expresion de proteinas occidentales; otros procedimientos y ensayos segun sea

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2703341 T3

necesario para el andlisis HSV-TK; o una combinacién de los mismos. Los protocolos para dichos procedimientos se
describen en este documento, estan disponibles en el mercado o se describen en la bibliografia publica y las bases
de datos.

En algunas realizaciones, en este documento se describe un procedimiento para obtener una secuencia mejorada
de HSV-TK. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: a) correcciéon y/o eliminacion de sitios de
empalme; y/o b) ajuste a una sola secuencia de Kozak. Opcionalmente, en algunas realizaciones, el procedimiento
comprende ademas la inclusion de sitios de restriccion para la subclonaciéon de la secuencia HSV-TK.
Opcionalmente, o ademas, en algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas la eliminacién de
secuencias de localizacién nuclear.

En este documento se proporciona una secuencia de polinucleétidos que codifica una forma mutada de timidina
quinasa viral del virus simple humano (HSV-TK), donde la HSV-TK codificada esta mutada en el resto de aminoacido
25, 26, 32, 33, 167, 168, o una combinacién de los mismos, donde la secuencia de polinucleétidos se muta en
comparacion con una secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO: 1 o 3. En dichas secuencias se pueden hacer 1,
2,3,4,56,7,8,9, 10, 11, 12, 13 o 14 mutaciones.

Las modificaciones pueden ser mutaciones conservativas o no conservativas. Se puede hacer una mutacion de tal
manera que el aminoacido codificado se modifique a un aminoacido polar, no polar, basico o acido.

En este documento se proporciona una secuencia de polinucleétidos que codifica una forma mutada de timidina
quinasa del virus simple humano (HSV-TK), donde el HSV-TK codificado incluye una secuencia de exportacion
nuclear. En este documento se proporciona una secuencia de polinucleétidos que codifica una forma mutada de
timidina quinasa del virus simple humano (HSV-TK), donde el HSV-TK codificado tiene una funcién mejorada en
comparacion con el HSV-TK de tipo silvestre y comprende A168H dmNES (sistema CL= potenciador de CMV
adecuadamente fusionado a regiones promotoras de LTR), donde NES se refiere a una secuencia de exportacion
nuclear. En una realizacién, un mutante HSV-TKA168HdmMNES es un gen mutante de HSV-TK para su inclusion en
Reximmune-C2. En una realizacion, el NES se deriva de la MAP quinasa (MAPKK). En otra realizacion mas, la
secuencia de polinucledtidos para NES es CTGCAGAAAAAGCTGGAAGAGCTGGAACTGGATGGC (SEQ ID NO:
23). En ofras realizaciones, la secuencia del polipéptido NES es LOKKLEELELDG (SEQ ID NO: 24).

En algunas realizaciones, en este documento se describen mutaciones a una secuencia de polinucleétidos que
codifica la timidina quinasa del virus simple humano (HSV-TK) donde no se realizan mutaciones en la secuencia
polipeptidica de HSV-TK de tipo silvestre.

Las posiciones de nucleétidos se refieren a una posicion en la SEQ ID NO: 1 (secuencia de nucleétidos de tipo
silvestre (wt) HSV1-TK) o la SEQ ID NO: 3 (HSV-TK en Reximmune-C HSV-TK; mutante SR39 y mutacion R25G-
R268S de la sefial de localizacién nuclear HSV-TK (NLS)).

En una realizacién, se proporcionan sitios de restriccion Sac I-Kpn | que se unen los oligonucleétidos bicatenarios
clonables de la region mutante de HSV-TK SR39 mutante. Véase, por ejemplo, las SEQ ID NOs:6 y 7, donde se
muestran los sitios Sac | y Kpn | a la izquierda y la derecha, respectivamente. El subrayado en negrita ilustra los
sitios donde se pueden hacer mutaciones. Las SEQ ID NOs:8 y 9 ilustran una secuencia ejemplar después de cortar
con Sac | y Kpn |. Los cebadores directos e inversos ejemplares que se pueden usar para hacer las mutaciones se
muestran como las SEQ ID NOs: 10y 11.

Se proporcionan secuencias de polinucleédtidos HSV-TK optimizados ejemplares, por ejemplo, como las SEQ ID
NOs: 12-22.

Sin embargo, cuando se hacen dichas referencias, la invencién no pretende limitarse a la secuencia exacta como se
expone en la SEQ ID NO: 1 o 3, sino que incluye variantes y derivados de la misma. Por lo tanto, la identificacion de
ubicaciones de nucleétidos en otras secuencias de timidina quinasa se contempla (es decir, la identificacién de
nucledtidos en las posiciones que la persona experta consideraria para corresponder a las posiciones enumeradas
enla SEQ ID NO: 10 3).

En algunas realizaciones, los nucleétidos se reemplazan tomando nota del cédigo genético de tal manera que un
codon se cambia a un coddn diferente que codifica el mismo resto de aminoacido. En algunas realizaciones, los
nucleétidos se reemplazan dentro de las regiones codificantes de una secuencia de acido nucleico que codifica
HSV-TK, aunque la secuencia de acido nucleico mantiene la expresién de la proteina HSV-TK de tipo silvestre.
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En dichas realizaciones, 5/21 codones contienen "C o G" en tercera posicion (24 %); 0/21 codones contienen "C" en
tercera posicion (0 %); 5/21 codones contienen "G" en tercera posicion (24 %); y 16/21 codones contienen "A o T" en
tercera posicion (76 %).

En otras realizaciones mas, 16/21 codones contienen "C o G" en tercera posicion (76 %); 11/21 codones contienen
"C" en tercera posicion (52 %); 5/21 codones contienen "G" en tercera posicion (24 %); y 5/21 codones contienen "A
o T" en tercera posicion (24 %).

En algunas realizaciones, los siguientes codones raros no se usan o se evitan en la region codificante de un
polinucledtido que codifica HSV-TK, o una variante de los mismos: GCG para alanina; CGA o CGT para arginina;
TTA o CTA para leucina; CCG para prolina; TCG para serina; ACG para treonina; y GTA para valina.

En algunas realizaciones, la alteraciéon de los codones como se describe en este documento da como resultado
aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %,
aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %,
aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 % , aproximadamente el 50 %, aproximadamente el 55 %,
aproximadamente el 60%, aproximadamente el 70 %, aproximadamente el 75 %, aproximadamente el 80 %,
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 95 %, o un mayor porcentaje de
aumento en la actividad.

En algunas realizaciones, en este documento se describe una secuencia de acido nucleico que codifica una timidina
quinasa donde al menos un nucledtido correspondiente a un sitio donante de empalme se reemplaza por otro
nucleodtido. En realizaciones adicionales, los nucleétidos de los sitios aceptores de empalme no estan alterados. En
algunas realizaciones, al menos un nucleétido correspondiente a un sitio aceptor de empalme se reemplaza por otro
nucledtido.

En algunas realizaciones, en este documento se describe una secuencia de acido nucleico que codifica una timidina
quinasa donde al menos uno de los nucledtidos correspondientes a los nucleétidos del sitio donante de empalme en
las posiciones 329 y 330 de una secuencia de polinucledtido (por ejemplo, la SEQ ID NO:1 o 3) es reemplazado por
otro nucledtido. En algunas realizaciones, ambos nucleétidos en las posiciones 327 y 555 son reemplazados por
otros nucledtidos. Por ejemplo, la posiciéon 327 puede mutarse a un resto de aminoacido seleccionado de entre: G a
A. Como alternativa, o ademas, la posicion 555 puede mutarse a un resto de aminoacido seleccionado de entre: G a
A. En una realizacion, el HSV-TK modificado tiene una secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO: 18, en la cual
HSV-TK se mejoré de las siguientes maneras:

HSV-TK NESdmNLS A168H, CO y SC

NES = secuencia de exportacion nuclear de MAP quinasa (MAPKK) dmNLS = secuencia de localizacién nuclear de
HSV-TK mutada doble

CO = cododn optimizado

SC = sitio de empalme donante/aceptor corregido en 327 y 555,

secuencia subrayada

SEQID NO: 18
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gtcaGCGGCCGCACCGETACGCGTCCACCATGGCCCTGCAGARRARGCTGGAAGAGCTGGAACT
GGATGGCAGCTACCCCGGCCACCAGCACGCCAGCGCCTTCGACCAGGCCGCCCGCAGCCGLGGT
CACAGCAACGGCAGCACCGLaCTGCGgCCaGGATCTCAGCAGGAGGCCACCGAGGTGCGCCCCG
AGCAGRAGATGCCCACCCTGCTGCGCOTGTACATCGACGGACCaCACGGCATGGGCRAAGACCAC
CACCACCCAGCTGCTGGTGGCCCTGGGCAGCCGCGACGACATCGTGTACGTGCCCGAGCCCATG
ACCTACTGGCGCGETGCTGGGCGCCAGCGAGACCATCGCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCC
TGGACCAAGGCGAGATCAGCGCCGGCGACGUCGCCGTGETGATGACCAGUGCCCAGATLACAAT
GGGCATGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGCaCCaCACATCGGCGGCGAGGCCGGLAGT
AGCCACGCaCCaCCaCCaGCaCTGACCCTGATCTTCGACCGgCACCCaATCGCaCACCTGCTGT
GCTACCCgGCaGCaCGCTACCTGATGEGCLecATGACACCaCAAGCCGTGCTGGCCTTCGTGGE
CCTGATCCCaCCaACaCTGCCCGGCACCAACATCGTGCTGGGCGCCCTGCCCGAGGACCGLCAC
ATCGACCGCCTGGCCAAGCGCCAGCGCCCCGGCGAGUGUCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCA
TCCGCCGCGTGTACGGCCTGCTGGCCAACACCGTGCGCTACCTGCAGTGCGGCGGCAGCTGGCG
CGAGGACTGGGGCCAGCTGAGCGCGCACCGCCGTGCCaClCaCAGGGCGCCGAGCCaCAGAGCARC
GCCGGaCCalGaCCaCACATCGGCGACACCCTGTTCACCCTGTTCCGgGCaCCaGAGCTGCTGG
CaCCahACGGCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGGCCCTGGACGTGUTGGCCAAGUGCUTGCE
CtccATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGLcaCCgGCCGGCTGCCGCGACGCCCTGCTG
CAGCTGACCAGCGGCATGGTGCAGACCCACGTGACAACACCCGGCAGCATCCCaACaATCTGCG
ACCTGGCCCGCACCTTCGUCCGCGAGATGGGCCAGGCCAACTAATAGCCATCCCICGAGAAGCT
Tgtca

En algunas realizaciones, en este documento se describe una secuencia de acido nucleico que codifica una timidina
quinasa donde al menos uno de los nucleétidos correspondientes a los nucleétidos del sitio aceptor de empalme en
las posiciones 554 y 555, o al menos uno de los nucleétidos correspondientes a los nucleotidos del sitio aceptor de
empalme en las posiciones 662 y 663, o al menos uno de los nucledtidos correspondientes a los sitios aceptores de
empalme en las posiciones 541 y 542 de la secuencia de tipo silvestre se reemplaza por otro nucleétido. Por
ejemplo, la posicion 541 puede mutarse a un resto de aminoacido seleccionado de entre: G a A. La posicion 542
puede mutarse a un resto de aminoacido seleccionado de entre: G a A. La posicidon 554 puede mutarse a un resto
de aminoacido seleccionado de entre: G a A. La posicion 555 puede mutarse a un resto de aminoécido seleccionado
de entre: G a A. La posiciéon 662 puede mutarse a un resto de aminoacido seleccionado de entre: G a A. La posicion
663 puede mutarse a un resto de aminoacido seleccionado de entre: G a A.

Una secuencia de Kozak flanquea el codén de inicio AUG dentro del ARNm e influye en el reconocimiento del codon
de inicio por los ribosomas eucariéticos. En algunas realizaciones, una secuencia de polinucleétidos que codifica
HSV-TK comprende no mas de una secuencia de Kozak. En algunas realizaciones, la secuencia de Kozak esta
corriente arriba de la porcion de codificacion de la secuencia de ADN. En algunas realizaciones, la secuencia Kozak
de un polinucleétido que codifica HSV-TK se modifica para producir una secuencia Kozak con una mayor eficacia de
iniciacion de la traduccion en una célula de mamifero. En algunas realizaciones, la modificacion de la secuencia de
Kozak no produce una sustitucion de aminoacido en el producto de polipéptido HSV-TK codificado. En algunas
realizaciones, la modificacion de la secuencia de Kozak da como resultado al menos una sustitucion de aminoacido
en el producto de polipéptido HSV-TK codificado. En una realizacién, el HSV-TK modificado tiene una secuencia de
polinucledtidos de SEQ ID NO: 18 o0 22.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos que codifica HSV-TK comprende al menos 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 60, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas sustituciones de codones. En algunas
realizaciones, la secuencia de polinucleétidos que codifica HSV-TK comprende al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 60, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas sustituciones de codones, donde las sustituciones de
codones comprenden la sustitucion de un codén que tiene una mayor frecuencia de uso en una célula de mamifero
que el codon de tipo silvestre en esa posicion. Sin embargo, en algunas realizaciones, los codones menos
favorecidos pueden elegirse para aminoacidos individuales dependiendo de la situacion particular.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos que codifica HSV-TK comprende al menos 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 60, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas sustituciones de codones tiene menos de
aproximadamente 65 %, 66 %, 67 %, 68 %, 69 %, 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80
%, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 % , 95 %, 96 %, 97 %, 98
% 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 o 3 donde la identidad de secuencia se determina a lo
largo de la longitud completa de la secuencia de codificacién usando un procedimiento de alineaciéon global. En
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algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica codificada correspondiente tiene al menos 75 %, 76 %, 77 %, 78
%, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o 100 % de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos HSV-TK, por ejemplo, la
SEQID NO: 20 4.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos que codifica HSV-TK comprende al menos 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 60, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas sustituciones de codones, donde las
sustituciones de codones comprenden la sustitucion de un codén que tiene la mayor frecuencia de uso en una célula
de mamifero para el codoén de tipo silvestre en esa posicion. En algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica
codificada correspondiente tiene al menos 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86
%, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % de identidad de
secuencia con una secuencia de aminoacidos HSV-TK, por ejemplo, la SEQ ID NO: 2 o 4.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos que codifica HSV-TK comprende al menos 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 60, 75, 80, 85, 90, 95, 100 o mas sustituciones de codones, donde los codones
sustituidos tienen una frecuencia de uso mayor o igual a aproximadamente 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16,
0,17, 0,18, 0,19, 0,2, 0,21, 0,22, 0,23, 0,24, 0,25, 0,26, 0,27, 0,28, 0,29, 0,3, 0,31, 0,32, 0,33, 0,34, 0,35 o superior.
En algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica codificada correspondiente tiene al menos 75 %, 76 %, 77 %,
78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96
%, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos HSV-TK, por ejemplo,
la SEQ ID NO: 2 0 4.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucledtidos que codifica HSV-TK comprende menos de
aproximadamente 45, 40, 35, 30, 25, 20 o menos codones, donde los codones tienen una frecuencia de uso menor
que aproximadamente 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14 , 0,15, 0,16, 0,17, 0,18, 0,19, 0,2, 0,21, 0,22, 0,23, 0,24 0 0,25. En
algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica codificada correspondiente tiene al menos 75 %, 76 %, 77 %, 78
%, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o 100 % de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos HSV-TK, por ejemplo, la
SEQID NO: 20 4.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucledtidos que codifica HSV-TK comprende al menos 78 %, 79 %, 80
%, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 % o mas de codones
que tienen una frecuencia de uso mayor o igual a aproximadamente 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17,
0,18, 0,19, 0,2, 0,21, 0,22, 0,23, 0,24, 0,25, 0,26, 0,27, 0,28, 0,29, 0,3, 0,31, 0,32, 0,33, 0,34, 0,35 o superior. En
algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica codificada correspondiente tiene al menos 75 %, 76 %, 77 %, 78
%, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 %, o 100 % de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos HSV-TK, por ejemplo, la
SEQID NO: 20 4.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos que codifica HSV-TK comprende al menos 35 %, 36 %, 37
%, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 %, 49 %, 50 %, 51 %, 52 %, 53 %, 54 %, 55
%, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 % o mas de codones que tienen la mayor frecuencia de uso en una célula de
mamifero. En algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica codificada correspondiente tiene al menos 75 %, 76
%, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 0 100 % de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos HSV-TK, por
ejemplo, la SEQ ID NO: 2 0 4.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos que codifica HSV-TK comprende menos de
aproximadamente 21 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 % o menos de codones,
que tienen una frecuencia de uso menor que aproximadamente 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14, 0,15, 0,16, 0,17, 0,18,
0,19, 0,2, 0,21, 0,22, 0,23, 0,24 o 0,25. En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos comprende menos
de aproximadamente 21 %, 20 %, 19 %, 18 %, 17 %, 16 %, 15 %, 14 %, 13 %, 12 %, 11 %, 10 % o menos de
codones, que tienen una frecuencia de uso menor que aproximadamente 0,1, 0,11, 0,12, 0,13, 0,14 , 0,15, 0,16,
0,17, 0,18, 0,19, 0,2, 0,21, 0,22, 0,23, 0,24 0 0,25 en un célula de mamifero. En algunas realizaciones, la secuencia
polipeptidica codificada correspondiente tiene al menos 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84
%, 85 %, 86 %, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % de
identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos HSV-TK, por ejemplo, la SEQ ID NO: 2 0 4.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucledtidos que codifica HSV-TK comprende sustituciones de
codones, donde al menos 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 %,
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49 %, 50 %, 51 %, 52 %, 53 %, 54 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas de los
codones se han cambiado en comparacién con la secuencia de tipo silvestre. En algunas realizaciones, la secuencia
de polinucleétidos que codifica HSV-TK comprende sustituciones de codones, donde al menos 30 %, 31 %, 32 %, 33
%, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 %, 49 %, 50 %, 51
%, 52 %, 53 %, 54 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas de los codones se han
cambiado a un coddén que tiene una mayor frecuencia de uso en una célula de mamifero en comparacion con la
secuencia de tipo silvestre. En algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica codificada correspondiente tiene al
menos 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % de identidad de secuencia con una secuencia de
aminoacidos HSV-TK, por ejemplo, la SEQ ID NO: 2 o0 4.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucledtidos que codifica HSV-TK comprende sustituciones de
codones, donde al menos 19 %, 20 %, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 % , 30 %, 31 %, 32 %,
33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 %, 49 %, 50 %,
51 %, 52 %, 53 %, 54 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o mas de los codones se han
cambiado a un codon que tiene la mayor frecuencia de uso en una célula de mamifero en comparacion con la
secuencia de tipo silvestre. En algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica codificada correspondiente tiene al
menos 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 % 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o 100 % de identidad de secuencia con una secuencia de
aminoacidos HSV-TK, por ejemplo, la SEQ ID NO: 2 0 4.

El gen de la timidina quinasa viral del virus herpes seleccionado se puede aislar y mutar facilmente como se describe
a continuacion, con el fin de construir moléculas de acido nucleico que codifiquen una enzima timidina quinasa que
comprenda una o mas mutaciones que aumenten la actividad biolégica de la timidina quinasa, en comparacion con
la timidina quinasa de tipo silvestre. La actividad biolégica de una timidina quinasa se puede determinar facilmente
utilizando cualquiera de los ensayos conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, la determinacion de la
velocidad de captacion de analogos de nucledsidos o la determinacion de la velocidad del nucledsido o la
fosforilacion de analogos de nucledsidos. Ademas, los mutantes de la timidina quinasa pueden seleccionarse
facilmente los cuales se caracterizan por otras propiedades biolégicas, tales como la termoestabilidad y la
estabilidad de la proteina.

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleétidos que codifica HSV-TK se modifica para eliminar o modificar
una secuencia de sefal predicha. En algunas realizaciones, el polinucleétido se modifica para eliminar o modificar
una secuencia de localizacion nuclear (NLS). En algunas realizaciones, el polinucleétido se modifica para eliminar la
secuencia de localizacidon nuclear. En algunas realizaciones, el polinucleétido se modifica para modificar la NLS de
modo que, si ya no funciona, localice HSV-TK exclusivamente en el nicleo.

En algunas realizaciones, una secuencia polipeptidica de HSV-TK esta mutada en los restos de aminoacidos 167,
168, o ambos. En un ejemplo, la secuencia estd mutada en el resto de aminoacido 167. En otro ejemplo, la
secuencia esta mutada en el resto de aminoacido 168. En otro ejemplo, la secuencia esta mutada en los restos de
aminoacido 167 y 168. El resto de aminoacido 167 puede mutarse a serina o fenilalanina. El resto de aminoacido
168 puede mutarse a histidina, lisina, cisteina, serina o fenilalanina. En algunas realizaciones, una secuencia
polipeptidica de HSV-TK esta mutada en los restos de aminoacidos 25 y/o 26. En los aminoacidos, los restos 25 y/o
26 pueden mutarse a un aminoacido elegido de entre el grupo que consiste en: glicina, serina y glutamato. En
algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica de HSV-TK esta mutada en los restos de aminoacidos 32 y/o 33.
Los restos de aminoacidos 32 y/o 33 pueden mutarse a un aminoacido elegido de entre el grupo que consiste en:
glicina, serina y glutamato. En algunas realizaciones, el polipéptido HSV-TK estda mutado en los restos de
aminoacidos 25, 26, 32 y/o 33. Los restos de aminoacidos 25, 26, 32 y/o 33 pueden mutarse a un aminoacido
elegido de entre el grupo que consiste en: glicina, serina y glutamato. Las modificaciones de los restos de
aminoacidos se pueden hacer en comparacién con una secuencia polipeptidica de SEQ ID NOs: 2 0 4.

De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan enzimas timidina quinasas mutantes que estan codificadas
por las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente, asi como vectores que son capaces de expresar dichas
moléculas. En algunas realizaciones, se proporcionan vectores de expresién que comprenden un promotor unido
operativamente a una molécula de acido nucleico de la presente invencion. En algunas realizaciones, el vector es un
vector viral capaz de dirigir la expresion de una molécula de acido nucleico. Ejemplos representativos de dichos
vectores virales incluyen vectores virales de herpes simple, vectores adenovirales, vectores virales asociados a
adenovirus, vectores de viruela, vectores parvovirales, vectores de baculovirus y vectores retrovirales. En algunas
realizaciones, se proporcionan vectores virales que son capaces de dirigir la expresion de una molécula de acido
nucleico que codifica una enzima timidina quinasa que comprende una o mas mutaciones, al menos una de las
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mutaciones que codifican una sustitucién de aminoacido que aumenta una actividad biolégica de la timidina quinasa,
en comparacion con la timidina quinasa (es decir, de tipo silvestre) no mutada

En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico proporcionada en este documento codifica una enzima
timidina quinasa capaz de fosforilar un analogo de nucledsido a un nivel al menos 10 % mayor que el nivel de
fosforilacion del analogo de nucledsido por una enzima timidina quinasa de tipo silvestre. En algunas realizaciones,
la enzima timidina quinasa es capaz de fosforilar un analogo de nucledsido a un nivel de al menos 15 %, al menos
20 %, al menos 25 %, al menos 50 %, al menos 75 %, al menos 100 %, al menos 150 %, al menos 200 %, al menos
300 % o al menos 500 % mayor que el nivel de fosforilacion del analogo de nucledsido por una enzima timidina
quinasa de tipo silvestre. Ejemplos representativos de analogos de nucledsidos adecuados incluyen ganciclovir,
aciclovir, famciclovir, buciclovir, penciclovir, valciclovir, trifluorotimidina, 1-[2-deoxi, 2-fluoro, beta-D-arabino furanosil]-
5-yodouracilo, ara-A, araT 1-beta-D-arabinofuranoxil timina, 5-etil-2'-deoxiuridina, 5-yodo-5'-amino-2,5'-
dideoxioxididina, idoxuridina, AZT, AIU, didesoxicitidina y AraC. En algunas realizaciones, el mutante TK mejorado
carece de actividad de timidina quinasa.

En algunas realizaciones, el valor Km de la actividad de timidina quinasa de un mutante HSV-TK descrito es de al
menos 2,5 ym. En algunas realizaciones, el valor Km de un mutante HSV-TK descrito es de al menos 5 ym, al menos
10 ym, al menos 15 uym, al menos 20 ym, al menos 25 um, al menos 30 um, al menos 40 uym, al menos 50 um, al
menos 60 ym, al menos 70 ym, al menos 80 ym, al menos 90 pym, al menos 100 ym , al menos 150 ym, al menos
200 ym, al menos 250 pym, al menos 300 ym, al menos 400 pym, al menos 500 ym, al menos 600 ym, al menos 700
um, al menos 800 um, al menos 900 um, o al menos 1000 um. En algunas realizaciones, el porcentaje Km de un
mutante HSV-TK descrito en comparacion con el HSV-TK de tipo silvestre es de al menos el 15 %, al menos el 20
%, al menos el 25 %, al menos el 50 %, al menos el 75 %, al menos el 100 %, al menos el 150 % , al menos el 200
%, al menos el 300 %, o al menos el 500 %.

En una realizacién de la presente invencion, se proporcionan derivados truncados de mutantes de HSV-TK. Por
ejemplo, la mutagénesis dirigida al sitio se puede realizar facilmente con el fin de eliminar los 45 aminoacidos N-
terminales de un mutante de la timidina quinasa, construyendo de ese modo una forma truncada del mutante que
conserva su actividad bioldgica.

Las mutaciones en secuencias de nucledtidos construidas para la expresion de derivados de mutantes de timidina
quinasa deben preservar la fase de lectura de las secuencias codificantes. Ademas, las mutaciones preferentemente
no crearan regiones complementarias que podrian hibridarse para producir estructuras de ARNm secundarias, tales
como bucles u horquillas, que afectarian de forma adversa la traduccion del ARNm del receptor. Dichos derivados
pueden construirse facilmente usando una amplia diversidad de técnicas, incluidas las analizadas anteriormente.

En algunas realizaciones, una secuencia polipeptidica de HSV-TK estd mutada en los restos de aminoacidos 167,
168, o ambos. En un ejemplo, la secuencia estd mutada en el resto de aminoacido 167. En otro ejemplo, la
secuencia esta mutada en el resto de aminoacido 168. En otro ejemplo, la secuencia estda mutada en los restos de
aminoacido 167 y 168. El resto de aminoacido 167 puede mutarse a serina o fenilalanina. El resto de aminoacido
168 puede mutarse a histidina, lisina, cisteina, serina o fenilalanina. En algunas realizaciones, una secuencia
polipeptidica de HSV-TK esta mutada en los restos de aminoacidos 25 y/o 26. En los aminoacidos, los restos 25 y/o
26 pueden mutarse a un aminoacido elegido de entre el grupo que consiste en: glicina, serina y glutamato. En
algunas realizaciones, la secuencia polipeptidica de HSV-TK esta mutada en los restos de aminogcidos 32 y/o 33.
Los restos de aminoéacidos 32 y/o 33 pueden mutarse a un aminoacido elegido de entre el grupo que consiste en:
glicina, serina y glutamato. En algunas realizaciones, el polipéptido HSV-TK estda mutado en los restos de
aminoacidos 25, 26, 32 y/o 33. Los restos de aminoacidos 25, 26, 32 y/o 33 pueden mutarse a un aminoacido
elegido de entre el grupo que consiste en: glicina, serina y glutamato. Las modificaciones de los restos de
aminoacidos se pueden hacer en comparacion con una secuencia polipeptidica de SEQ ID NOs: 2 o0 4.

De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan enzimas timidina quinasas mutantes que estan codificadas
por las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente, asi como vectores que son capaces de expresar dichas
moléculas. En algunas realizaciones, se proporcionan vectores de expresién que comprenden un promotor unido
operativamente a una molécula de acido nucleico de la presente invencion. En algunas realizaciones, el vector es un
vector viral capaz de dirigir la expresion de una molécula de acido nucleico. Ejemplos representativos de dichos
vectores virales incluyen vectores virales de herpes simple, vectores adenovirales, vectores virales asociados a
adenovirus, vectores de viruela, vectores parvovirales, vectores de baculovirus y vectores retrovirales. En algunas
realizaciones, se proporcionan vectores virales que son capaces de dirigir la expresion de una molécula de acido
nucleico que codifica una enzima timidina quinasa que comprende una o mas mutaciones, al menos una de las
mutaciones que codifican una sustituciéon de aminoacido que aumenta una actividad bioldgica de la timidina quinasa,
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en comparacion con la timidina quinasa (es decir, de tipo silvestre) no mutada

En algunas realizaciones, una molécula de acido nucleico proporcionada en este documento codifica una enzima
timidina quinasa capaz de fosforilar un analogo de nucledsido a un nivel al menos 10 % mayor que el nivel de
fosforilacion del analogo de nucledsido por una enzima timidina quinasa de tipo silvestre. En algunas realizaciones,
la enzima timidina quinasa es capaz de fosforilar un analogo de nucledsido a un nivel de al menos 15 %, al menos
20 %, al menos 25 %, al menos 50 %, al menos 75 %, al menos 100 %, al menos 150 %, al menos 200 %, al menos
300 % o al menos 500 % mayor que el nivel de fosforilacion del analogo de nucledsido por una enzima timidina
quinasa de tipo silvestre. Ejemplos representativos de analogos de nucledsidos adecuados incluyen ganciclovir,
aciclovir, famciclovir, buciclovir, penciclovir, valciclovir, trifluorotimidina, 1-[2-deoxi, 2-fluoro, beta-D-arabino furanosil]-
5-yodouracilo, ara-A, araT 1-beta-D-arabinofuranoxil timina, 5-etil-2'-deoxiuridina, 5-yodo-5'-amino-2,5'-
dideoxioxididina, idoxuridina, AZT, AIU, didesoxicitidina y AraC. En algunas realizaciones, el mutante TK mejorado
carece de actividad de timidina quinasa..

En una realizacion de la presente invencion, se proporcionan derivados truncados de mutantes de timidina quinasa.
Por ejemplo, la mutagénesis dirigida al sitio se puede realizar facilmente con el fin de eliminar los 45 aminoacidos N-
terminales de un mutante de la timidina quinasa, construyendo de ese modo una forma truncada del mutante que
conserva su actividad bioldgica.

Las mutaciones en secuencias de nucledtidos construidas para la expresion de derivados de mutantes de timidina
quinasa deben preservar la fase de lectura de las secuencias codificantes. Ademas, las mutaciones preferentemente
no crearan regiones complementarias que podrian hibridarse para producir estructuras de ARNm secundarias, tales
como bucles u horquillas, que afectarian de forma adversa la traduccion del ARNm del receptor. Dichos derivados
pueden construirse facilmente usando una amplia diversidad de técnicas, incluidas las analizadas anteriormente.

Usando los procedimientos descritos en este documento, los inventores determinaron que la mayoria de los
candidatos para los genes de HSV-TK optimizados parecian ser compatibles con un sistema de expresioén retroviral
y producir titulos retroviricos biolégicamente utiles.

Ademas, los genes de HSV-TK optimizados que incorporaron la mayoria de estas optimizaciones (SEQ ID NO: 18)
mostraron actividad de enzima GCV pro-farmaco y selectividad por su capacidad para matar células cancerosas
después de la administracion de la transduccién retroviral. EI gen A168H de HSV-TK mutante, que se optimizd en
codones y se corrigié en empalme, parece tener la mayor actividad de destruccion del cancer mediada por GCV
(SEQ ID NOs: 12, 16, 18 0 22). La misma versién de este gen HSV-TK A168H y mutado en los aminoacidos 159-161
de LIF a IFL mostré actividad de destruccion de células cancerosas mediada por GCV.

El gen A167F de HSV-TK mutante (SEQ ID NOs: 13, 17 o 19), que se optimizd en codones y se corrigido en
empalme, tuvo una actividad de destruccion de cancer mediada por GCV muy alta después de la administracion de
la transduccion retroviral, pero mas sorprendentemente no tuvo actividad de timidina quinasa como se determind
expresando este gen después de la administracion de la transduccion retroviral en células 3T3 TK (-) seleccionadas
con medio HAT. Por lo que saben los investigadores, este es el producto génico sintético HSV-TK mas selectivo
para GCV para la activacion de GCV que no tiene actividad de timidina (ensayo HAT) jamas evaluado
biolégicamente.

El gen A167F + A168H de HSV-TK mutante doble (SEQ ID NO: 14) anula inesperadamente tanto la actividad
enzimatica de GCV como la de timidina al mostrar muy poca actividad de destruccion de cancer mediada por GCV y
muy poca actividad de timidina (ensayo HAT),

Los presentes inventores identificaron que es posible producir fusiones funcionales de HSV-TK de genes tales como
la citosina desaminasa bacteriana, la citosina desaminasa de levadura, la neomicina fosfotransferasa e incluir
secuencias enlazadoras y conservar la actividad de destruccién de células cancerosas mediada por HSV-TK GCV.

En una realizacién, puede elaborarse un gen HSV-TK optimizado en coddn con actividad de destruccion del cancer
mediada por GCV que conserva una o mas secuencias de localizacion nuclear que no estan fusionadas con uno o
mas genes terapéuticos.

Las modificaciones y/o evaluaciones adicionales de un gen de HSV-TK optimizado descrito en este documento
pueden incluir uno o mas de los siguientes: eliminacion de secuencias de localizacién nuclear conocidas dentro de
HSV-TK; aumento de la actividad de la enzima GCV pro-farmaco y selectividad por su capacidad para destruir
células cancerosas, evaluar el uso de mas etiquetas, proteinas de fusion y enlazadores de HSV-TK a otros genes y
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proteinas, coexpresion de genes optimizados de HSV-TK con otros genes destructores del cancer y suicidas
optimizados en las células cancerosas, incluyen genes HSV-TK optimizados en un sistema de vector retroviral tipo
Reximmune-C; produccion y prueba de un producto GMP tipo Reximmune-C, o cualquier combinacién de los
mismos.

En una realizaciéon, una secuencia de polinucleétidos descrita en este documento comprende una sefal de
exportacion nuclear. Por ejemplo, una secuencia de polinucleétidos puede comprender TK168dmNES.

En otra realizacion, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
una o mas modificaciones del sitio de empalme.

En otra realizacién, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
HSV-TK A167Fsm (SEQ ID NO: 13).

En otra realizacion, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
HSV-TK A168Hsm (SEQ ID NO: 12).

En otra realizacion, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
HSV-TK A167Fdm (SEQ ID NO: 17).

En otra realizacién, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
HSV-TK A168dm (SEQ ID NO: 16).

En otra realizacion, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
HSV-TK A167Fdm (y un NES SEQ ID NO: 19).

En otra realizacién, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
HSV-TK A168Hdm y un NES (SEQ ID NO: 18). En dicha realizacion la secuencia comprende HSV-TK A168H.

En otra realizacién, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
un HSV-TK, donde dicho vector comprende un dominio de unién al sustrato mejorado y un conjunto mNLS/NES.

En otra realizacioén, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
un HSV-TK, donde el vector comprende un marcador seleccionable, un gen brillante y/o uno o mas genes de
destruccion.

En otra realizacién, un vector retroviral para su uso en los procedimientos descritos en este documento comprende
al menos dos modificaciones.

Usando los procedimientos descritos en este documento, los inventores determinaron que la mayoria de los genes
de HSV-TK optimizados parecian ser compatibles con un sistema de expresion retroviral y producir titulos
retrovirales bioldgicamente utiles.

El gen A167F de HSV-TK mutante (SEQ ID NOs:13, 17 0 19), que se optimizd en codones y se corrigié en empalme,
tuvo una actividad de destruccién de cancer mediada por GCV muy alta después de la administracion de la
transduccion retroviral, pero mas sorprendentemente no tuvo actividad de timidina quinasa como se determind
expresando este gen después de la administracion de la transduccion retroviral en células 3T3 TK (-) seleccionadas
con medio HAT. Este es un gen sintético de HSV-TK altamente selectivo para GCV.

El gen A167F + A168H de HSV-TK mutante doble (SEQ ID NO: 14) mostré6 muy poca actividad de destruccién de
cancer mediada por GCV y muy poca actividad de timidina; por lo tanto, un doble mutante adecuado puede tener
propiedades nulas sorprendentes.

Los presentes inventores identificaron que es posible producir fusiones funcionales de HSV-TK de genes tales como
la citosina desaminasa bacteriana, la citosina desaminasa de levadura, la neomicina fosfotransferasa e incluir
secuencias enlazadoras y conservar la actividad de destruccion de células cancerosas mediada por HSV-TK GCV.

En una realizacién, puede elaborarse un gen HSV-TK completamente optimizado en codén con actividad de

destruccion del cancer mediada por GCV que conserva una o mas secuencias de localizacion nuclear que no estan
fusionadas con uno o méas genes terapéuticos.
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Las modificaciones y/o evaluaciones adicionales de un gen de HSV-TK optimizado descrito en este documento
pueden incluir uno o mas de los siguientes: eliminacidon de secuencias de localizacién nuclear conocidas dentro de
HSV-TK; aumento de la actividad de la enzima GCV pro-farmaco y selectividad por su capacidad para destruir
células cancerosas, evaluar el uso de mas etiquetas, proteinas de fusion y enlazadores de HSV-TK a otros genes y
proteinas, coexpresion de genes optimizados de HSV-TK con otros genes destructores del cancer y suicidas
optimizados en las células cancerosas, incluyen genes HSV-TK optimizados en un sistema de vector retroviral tipo
Reximmune-C; produccion y prueba de un producto GMP tipo Reximmune-C, o cualquier combinacion de los
mismos.

Los vectores terapéuticos pueden administrarse solos o junto con otros tratamientos terapéuticos o agentes activos.
Ejemplos de otros agentes activos que pueden usarse incluyen, pero sin limitacién, agentes quimioterapéuticos,
agentes antiinflamatorios, inhibidores de proteasa, tales como inhibidores de proteasa de VIH, analogos de
nucledsidos, tales como AZT. En algunas realizaciones, los procedimientos de tratamiento comprenden ademas
administrar al sujeto un agente quimioterapéutico, un agente bioldégico o radioterapia antes, al mismo tiempo o
después de la administracion de las particulas virales terapéuticas. Un experto en la materia apreciara que las
particulas retrovirales descritas en este documento pueden administrarse por la misma via que el uno o mas agentes
(por ejemplo, el vector retroviral y el agente se administran ambos por via intravenosa) o por diferentes vias (por
ejemplo, el vector retroviral se administra por via intravenosa y el uno o mas agentes se administran por via oral).

La dosificacién de las particulas virales terapéuticas se encuentra preferentemente dentro de un intervalo de
concentraciones circulantes que incluyen la EDso con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro
de ese intervalo dependiendo de la forma de dosificaciéon empleada y la via de administracion utilizada. Una dosis
terapéuticamente efectiva puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Una dosis puede
formularse en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracién de plasma circulante que incluye la
ICso0 (es decir, la concentracion del compuesto de prueba que logra una infeccién media maxima o una inhibicion
media maxima) segun lo determinado en el cultivo celular. Dicha informacién se puede usar para determinar con
mayor precision las dosis utiles en seres humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante
los procedimientos RT-gPCR o ddPCR.

Una cantidad efectiva o terapéuticamente efectiva de las particulas retrovirales descritas en este documento para
ser administradas a un sujeto que necesita tratamiento puede determinarse de diversas maneras. A modo de
ejemplo, la cantidad puede basarse en el titulo viral o la eficacia en un modelo animal. Como alternativa, los
regimenes de dosificacion usados en los ensayos clinicos pueden usarse como directrices generales.

En algunas realizaciones, la dosis diaria se puede administrar en una sola dosis o en porciones a diversas horas del
dia. En algunas realizaciones, puede requerirse una dosificacion mas alta y puede reducirse con el tiempo cuando
se obtiene la respuesta inicial optima. En algunas realizaciones, el tratamiento puede ser continuo durante dias,
semanas o afios, o puede ser a intervalos con periodos de descanso intermedios. En algunas realizaciones, la
dosificacion se modifica de acuerdo con otros tratamientos que el individuo puede estar recibiendo. Sin embargo, el
procedimiento de tratamiento no se limita de ninguna manera a una concentracion o intervalo particular de la
particula retroviral y puede variar para cada individuo que se esté tratando y para cada derivado usado.

Puede requerirse la individualizacion de la dosificacion para lograr el maximo efecto para un individuo determinado.
En algunas realizaciones, la dosificacion administrada a un individuo que esta siendo tratado varia segun la edad, la
gravedad o la etapa de la enfermedad del individuo y la respuesta al curso del tratamiento. En algunas realizaciones,
los parametros clinicos para determinar la dosificacion incluyen, pero sin limitacién, tamafo del tumor, alteracion en
el nivel de los marcadores tumorales usados en pruebas clinicas para tumores malignos particulares. En algunas
realizaciones, el médico tratante determina la cantidad terapéuticamente efectiva a usar para un individuo dado. En
algunas realizaciones, las terapias descritas en este documento se administran con la frecuencia que sea necesaria
y durante el periodo de tiempo que el médico tratante considere necesario.

Los vectores terapéuticos, que incluyen, pero sin limitacion, las particulas retrovirales terapéuticas que son
especificamente para la célula o sistema de interés pueden administrarse sistémicamente o regionalmente
(localmente) a un sujeto que necesita tratamiento. Por ejemplo, los vectores terapéuticos pueden administrarse
sistémicamente por via intravenosa. Como alternativa, los vectores terapéuticos también pueden administrarse por
via intraarterial. Los vectores terapéuticos también pueden administrarse por via tépica, intravenosa, intraarterial,
intratumoral, intracolonica, intratraqueal, intraperitoneal, intranasal, intravascular, intratecal, intracraneal,
intramedular, intrapleural, intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraocular, intradsea y/o intrasinovial o
estereotactica. También se puede usar una combinacion de modos de administracién, por ejemplo, un paciente
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puede recibir los vectores terapéuticos tanto por via sistémica como regional (local) para mejorar las respuestas
tumorales con tratamiento de los vectores terapéuticos.

En algunas realizaciones, multiples cursos terapéuticos (por ejemplo, primer y segundo curso terapéutico) se
administran a un sujeto que necesita tratamiento. En algunas realizaciones, el primer y/o segundo curso terapéutico
se administra por via intravenosa. En otras realizaciones, el primer y/o segundo curso terapéutico se administra
mediante infusion intraarterial, que incluye, pero sin limitacién, infusion a través de la arteria hepatica, arteria
cerebral, arteria coronaria, arteria pulmonar, arteria iliaca, tronco celiaco, arteria gastrica, arteria esplénica, arteria
renal, arteria gonadal, arteria subclavia, arteria vertebral, arteria axilar, arteria braquial, arteria radial, arteria cubital,
arteria carotida, arteria femoral, arteria mesentérica inferior y/o arteria mesentérica superior. La infusion intraarterial
se puede realizar usando procedimientos endovasculares, procedimientos percutaneos o abordajes quirurgicos
abiertos. En algunas realizaciones, el primer y segundo curso terapéutico pueden administrarse secuencialmente.
En otras realizaciones mas, el primer y/o segundo curso terapéutico pueden administrarse simultaneamente. En aun
otras realizaciones, el tercer curso terapéutico opcional puede administrarse secuencialmente o simultaneamente
con el primer y segundo curso terapéutico.

En algunas realizaciones, los vectores terapéuticos descritos en este documento pueden administrarse junto con un
curso o cursos terapéuticos secuenciales o administrados simultdneamente en dosis altas de forma acumulativa. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, a un paciente que lo necesite se le puede administrar por via sistémica, por
ejemplo, administrarsele por via intravenosa, un primer curso terapéutico de al menos 1 x 10° TVP, al menos 1 x
10" TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 102 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1
x 10'® TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10""TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos
1 x 1020 TVP, al menos 1 x 102" TVP o al menos 1 x 1022 TVP de vector de administracion de forma acumulativa. El
primer curso terapéutico puede administrarse por via sistémica. Como alternativa, el primer curso terapéutico puede
administrarse de manera localizada, por ejemplo, por via intraarterial, por ejemplo, a un paciente que lo necesite se
le puede administrar mediante infusion intraarterial con al menos de al menos 1 x 10° TVP, al menos 1 x 10'° TVP, al
menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10'2 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10'® TVP,
al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 1020
TVP, al menos 1 x 102! TVP o al menos 1 x 1022 TVP de vector de administracion de forma acumulativa.

En ofras realizaciones mas, un sujeto que lo necesite puede recibir una combinacién, secuencial o simultanea, de la
administracion de infusiones sistémicas e intraarteriales de altas dosis de vector de administraciéon. Por ejemplo, a
un paciente que lo necesite se le puede administrar primero por via sistémica con al menos de al menos 1 x 10°
TVP, al menos 1 x 10'° TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 102 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x
10" TVP, al menos 1 x 10"® TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10""TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1
x 10" TVP, al menos 1 x 102° TVP, al menos 1 x 102" TVP o al menos 1 x 1022 TVP de vector de administracion de
forma acumulativa, seguido de un curso terapéutico adicional de infusién intraarterial, por ejemplo, infusion arterial
hepatica, de vector de administracion administrado de al menos de al menos 1 x 10° TVP, al menos 1 x 10" TVP, al
menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 102 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10> TVP,
al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 1020
TVP, al menos 1 x 102" TVP o al menos 1 x 1022 TVP de forma acumulativa. En aun otra realizacion mas, un
paciente que lo necesite puede recibir una combinacién de infusién intraarterial y administracion sistémica del vector
de administracion en dosis altas. Por ejemplo, a un paciente que lo necesite se le puede administrar primero
mediante infusion intraarterial con al menos de al menos 1 x 10° TVP, al menos 1 x 10'° TVP, al menos 1 x 10"
TVP, al menos 1 x 102 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x
10'8 TVP, al menos 1 x 10""TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 102° TVP, al menos 1
x 102" TVP o al menos 1 x 1022 TVP de vector de administracion de forma acumulativa, seguido de un curso
terapéutico adicional de vector de administracion administrado por via sistémica de al menos de al menos 1 x 10°
TVP, al menos 1 x 10'° TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 102 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x
10" TVP, al menos 1 x 10"® TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10""TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1
x 10" TVP, al menos 1 x 102° TVP, al menos 1 x 102! TVP o al menos 1 x 1022 TVP de forma acumulativa. Los
cursos terapéuticos también pueden administrarse simultaneamente, es decir, un curso terapéutico de dosis altas de
vector de administracién, por ejemplo, al menos de al menos 1 x 10° TVP, al menos 1 x 10'© TVP, al menos 1 x 10"
TVP, al menos 1 x 10'2 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10 TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x
10'8 TVP, al menos 1 x 10""TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 102° TVP, al menos 1
x 102" TVP o al menos 1 x 102 TVP de vector de administraciéon de forma acumulativa, junto con un curso
terapéutico de infusidn arterial, por ejemplo, infusion arterial hepatica, de vector de administracion administrado de al
menos de al menos 1 x 10° TVP, al menos 1 x 10'° TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 102 TVP, al menos 1
x 103 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10'"TVP, al menos
1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 102 TVP, al menos 1 x 102! TVP o al menos 1 x 1022 TVP de
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forma acumulativa.

En aun otras realizaciones, un sujeto que lo necesite puede, ademas, recibir, ya sea secuencialmente o
simultdneamente el primer y segundo cursos terapéuticos, cursos terapéuticos adicionales (por ejemplo, un tercer
curso terapéutico, cuarto curso terapéutico, quinto curso terapéutico) de dosis acumulativa de vector de
administracion, por ejemplo, al menos de al menos 1 x 10° TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10" TVP, al
menos 1 x 102 TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10" TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10'¢ TVP,
al menos 1 x 10"TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 10'® TVP, al menos 1 x 102° TVP, al menos 1 x 102
TVP o al menos 1 x 1022 TVP del vector de administracion de forma acumulativa.

En algunas realizaciones, al sujeto que necesita tratamiento se le administra, por via sistémica (por ejemplo, via
intravenosa), una dosis de al menos 1 x 10" TVP seguido de la administracion mediante infusion intraarterial (por
ejemplo, infusidn arterial hepatica) de una dosis de al menos 1 x 10'" TVP. En algunas realizaciones, al paciente que
necesita tratamiento se le puede administrar, por via sistémica (por ejemplo, via intravenosa), una dosis acumulativa
de al menos 1 x 102 TVP seguido de la administracion mediante infusion intraarterial (por ejemplo, infusion arterial
hepatica) de una dosis de al menos 1 x 10'2 TVP. En algunas realizaciones, al paciente que necesita tratamiento se
le puede administrar, por via sistémica (por ejemplo, via intravenosa), una dosis de al menos 1 x 103 TVP seguido
de la administracion mediante infusion intraarterial (por ejemplo, infusién arterial hepatica) de una dosis de al menos
1 x 10" TVP. En otras realizaciones mas, al paciente que necesita tratamiento se le puede administrar, por via
sistémica (por ejemplo, via intravenosa), una dosis de al menos 1 x 10" TVP simultaneamente con la administracion
mediante infusidn intraarterial (por ejemplo, infusién arterial hepatica) de una dosis de al menos 1 x 10 TVP. En
aun otras realizaciones mas, al paciente que necesita tratamiento se le puede administrar, por via sistémica (por
ejemplo, via intravenosa), una dosis de al menos 1 x 10'® TVP junto con la administracion mediante infusion
intraarterial (por ejemplo, infusion arterial hepatica) de una dosis de al menos 1 x 10'® TVP. En otras realizaciones
mas, al paciente que necesita tratamiento se le puede administrar, por via sistémica (por ejemplo, via intravenosa),
una dosis de al menos 1 x 10" TVP simultineamente con la administracion mediante infusion intraarterial (por
ejemplo, infusion arterial hepatica) de una dosis de al menos 1 x 10'® TVP. En auln otras realizaciones mas, al
paciente que necesita tratamiento se le puede administrar, por via sistémica (por ejemplo, via intravenosa), una
dosis de al menos 1 x 103 7TVP junto con la administraciéon mediante infusion intraarterial (por ejemplo, infusion
arterial hepatica) de una dosis de al menos 1 x 10" TVP.

También se puede administrar a un sujeto que necesite tratamiento, ya sea por via sistémica o localizada (por
ejemplo, infusidn intraarterial, como infusion arterial hepatica) un curso terapéutico de vector de administracion
durante un periodo de tiempo definido. En algunas realizaciones, el periodo de tiempo puede ser de al menos un
dia, al menos dos dias, al menos tres dias, al menos cuatro dias, al menos cinco dias, al menos seis dias, al menos
siete dias, al menos una semana, al menos dos semanas, al menos tres semanas, al menos cuatro semanas, al
menos cinco semanas, al menos seis semanas, al menos siete semanas, al menos ocho semanas, al menos 2
meses, al menos tres meses, al menos cuatro meses, al menos cinco meses, al menos seis meses, al menos siete
meses, al menos ocho meses, al menos nueve meses, al menos diez meses, al menos once meses, al menos un
afo, al menos dos afos, al menos tres anos, al menos cuatro afnos o al menos cinco anos. La administracion
también podria llevarse a cabo de manera crénica, es decir, por un periodo de tiempo no definido o indefinido.

La administracién del vector terapéutico también se puede producir de manera periddica, por ejemplo, al menos una
vez al dia, al menos dos veces al dia, al menos tres veces al dia, al menos cuatro veces al dia, al menos cinco veces
al dia. La administracidon periédica del vector de administracién puede depender del momento del vector de
administracion asi como del modo de administracion. Por ejemplo, la administracion parenteral puede tener lugar
solo una vez al dia durante un periodo de tiempo prolongado, mientras que la administracion oral del vector de
administracion puede tener lugar mas de una vez al dia, donde la administracion del vector de administracion tiene
lugar durante un periodo de tiempo mas corto.

En una realizacion, se permite que el sujeto descanse de 1 a 2 dias entre el primer curso terapéutico y el segundo
curso terapéutico. En algunas realizaciones, se permite que el sujeto descanse de 2 a 4 dias entre el primer curso
terapéutico y el segundo curso terapéutico. En otras realizaciones, se permite que el sujeto descanse al menos 2
dias entre el primer y segundo curso terapéutico. En otras realizaciones mas, se permite que el sujeto descanse al
menos 4 dias entre el primer y segundo curso terapéutico. En auln otras realizaciones, se permite que el sujeto
descanse al menos 6 dias entre el primer y segundo curso terapéutico. En otras realizaciones, se permite que el
sujeto descanse al menos 1 semana entre el primer y segundo curso terapéutico. En otras realizaciones mas, se
permite que el sujeto descanse al menos 2 semanas entre el primer y segundo curso terapéutico. En otra
realizacion, se permite que el sujeto descanse al menos un mes entre el primer y segundo curso terapéutico. En
algunas realizaciones, se permite que el sujeto descanse al menos 1-7 dias entre el segundo curso terapéutico y el
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tercer curso terapéutico opcional. En otras realizaciones mas, se permite que el sujeto descanse al menos 1-2
semanas entre el segundo curso terapéutico y el tercer curso terapéutico opcional.

DIAGNOSTICO A UN PACIENTE QUE ES SUSCEPTIBLE AL TRATAMIENTO DE TERAPIA GENICA CON
TIMIDINA QUINASA

Las pruebas de formacién de imagenes, que incluyen el uso de indicadores radiactivos, la tecnologia de formacion
de imagenes de contraste y otra tecnologia de formacion de imagenes pueden usarse para identificar a los pacientes
que son susceptibles al tratamiento con terapia génica, incluido el tratamiento de terapia génica con timidina
quinasa, y por lo tanto, es mas probable que se beneficien de dichas medidas terapéuticas.

En una realizacion preferida, las exploraciones de tomografia por emisién de positrones (PET) se usan para
identificar pacientes capaces de transducir particulas de vectores retrovirales que contienen construcciones de
timidina quinasa para la expresion in vivo. Una exploracion PET produce imagenes tridimensionales de
procedimientos funcionales en el cuerpo al detectar pares de rayos gamma emitidos indirectamente por indicadores
radioactivos situados en una molécula activa biolégica. Las exploraciones PET detectan la energia emitida por
particulas cargadas positivamente (positrones).

A los pacientes a los que se les administré una particula de vector retroviral que contiene el polinucleétido timidina
quinasa se les administra conjuntamente un agente de indicador radioactivo capaz de ser escindido por la timidina
quinasa expresada. Un ejemplo es ['®F]FHBG (9-[4-[18F]fluoro-3-(hidroximetil)butil]guanina), que es un sustrato de
alta afinidad para la enzima HSV-TK, con una afinidad relativamente baja para las enzimas TK de mamiferos. Véase
Yaghoubi y Gambhir, Nat. Protocolo 1: 3069-75 (2006);Green y col., J. Nucl. Med. 45:1560-70 (2004). ['®F]FHBG
esta fosforilada por HSV1-TK o HSV1-sr39TK, que luego queda atrapada dentro de las células que expresan la
enzima timidina quinasa. Por tanto, la escision de este sustrato in vivo en pacientes a los que se administraron
vectores retrovirales que contienen un polinucleétido de timidina quinasa, incluidas las construcciones de timidina
quinasa mutadas y/u optimizadas descritas en este documento, indica una transduccion eficiente de las particulas
del vector retroviral por parte de los sujetos y pacientes, y por lo tanto una susceptibilidad inicial del paciente o sujeto
a la terapia génica mediada por la timidina quinasa.

Como alternativa, otros procedimientos para medir la actividad viral de la TK incluyen resonancia magnética de
formacion de imagenes de transferencia de saturaciéon por intercambio quimico con 5-metil-5,6-dihidrotimidina y
compuestos relacionados.

En consecuencia, en algunas realizaciones descritas en este documento, se proporcionan procedimientos y
composiciones para detectar la expresion de timidina quinasa en pacientes a los que se administra una particula
viral retroviral que contiene un polinucleétido que codifica una proteina timidina quinasa. La timidina quinasa deriva
de la timidina quinasa de Herpesviridae. La timidina quinasa es HSV-TK. En ofras realizaciones, la timidina quinasa
es HSV-TK1. En aun otras realizaciones, la timidina quinasa es una version optimizada de HSV-TK1.

En algunas realizaciones, el gen HSV-TK es optimizado en coddn para una expresion y/o transduccion eficientes. En
otras realizaciones, el extremo amino de la timidina quinasa se altera para eliminar o suprimir la secuencia de
localizaciéon nuclear (NLS) de la secuencia de la timidina quinasa viral. En otras realizaciones, la secuencia de
nucledtidos de la timidina quinasa incluye una secuencia de exportacion nuclear (NES) unida al extremo amino. En
algunas realizaciones, la secuencia de exportacion nuclear es LQKKLEELELDG (SEQ ID NO: 24).

En otras realizaciones mas, la secuencia codificante de la timidina quinasa se muta para aumentar la unién al
sustrato de la proteina timidina quinasa expresada. En aun otras realizaciones, la secuencia codificante de la
timidina quinasa incluye una mutaciéon A168H.

Otros ejemplos de sustratos dirigidos por la timidina quinasa, incluida la proteina HSV-TK, incluyen: FHPG (9-([3-
fluoro-1-hidroxi-2-propoxilmetil)guanina), FGCV (fluoroganciclovir), FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-
fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU (fluoro-5-etil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU (fluoro-5-
metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-((1-fluoro-3-hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H,
3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir, valacivlovir, penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral
4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-FEP), o derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-
(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas laterales similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir.
Ejemplos de radioindicadores que se pueden usar para determinar si una proteina terapéutica, como la timidina
quinasa, se expresa en un individuo tratado con los vectores de terapia génica con timidina quinasa descritos en
este documento también incluyen '8F, 84Cu, %mTe, ''C, 14C, 124, 123], 131|150, 13N y/o 82RbClI.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2703341 T3

Los ensayos clinicos para 9-[4-'8F-fluoro-3-(hidroximetil)butiljguanina (FHBG) FHBG) para PET se pueden encontrar
en el siguiente sitio web: www.clinicaltrials.gov. Los procedimientos para medir FHBG con PET en uso clinico se
pueden encontrar en los ensayos clinicos NCT00871702, NCT00185848 y NCT01082926.

Brevemente, los pacientes recibiran una dosis de medicamento terapéutico el dia 1. En los dias 3 a 6,
preferentemente el dia 4, o en un periodo de tiempo después de recibir la dosis de medicamento terapéutico que
codifica un HSV-TK modificado como se describe en este documento ser les infundira ['8F]FHBG por via intravenosa
y se formaran imagenes mediante exploracion PET 1 a 5 horas mas tarde, preferentemente 0,5, 1,0, 1,5, 2, 2,5, 3,0,
3,5 0 4,0 horas mas tarde u otro momento adecuado después de la administracion para exploracion, para la
acumulacion en los sitios tumorales donde se muestra el HSV-1 TK a expresar. Los pacientes que muestren
captacién de FHBG se inscribiran en el ensayo; aquellos que no seran excluidos como se describe en este
documento. La cantidad de FHBG se determinara y se basara en estudios anteriores. Se pueden encontrar
protocolos adicionales para FHBG/PET, por ejemplo, en las referencias 15-39 a continuacion.

En consecuencia, en este documento se proporcionan procedimientos y composiciones para medir un sustrato
marcado de timidina quinasa, incluyendo HSV-TK, que incluye, FHBG (9-[4-fluoro-3-(hidroximetil)butill|guanina),
FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxi]metil)guanina), FGCV (fluoroganciclovir), FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-
(2'-deoxi-2'-fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU (fluoro-5-etil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU
(fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-((1-fluoro-3-hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-
metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir, valacivlovir, penciclovir, pirimidina
radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1(HHG-5-FEP) o derivados de pirimidina
sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas laterales similares al 2,3-
dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir, comprendiendo el procedimiento: a) trasducir células con un
polinucledtido que codifica HSV-TK; b) tratar las células con un sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo;
y c¢) medir la cantidad relativa de sefial radioactiva presente en el tejido objetivo. En una realizacién, la etapa c)
comprende medir la salida del indicador radioactivo in vivo en el sujeto usando PET (tomografia por emisiéon de
positrones)

En este documento también se proporcionan procedimientos y composiciones para identificar un paciente o sujeto
capaz de beneficiarse de un tratamiento con terapia génica, que comprende medir un sustrato marcado de timidina
quinasa incluyendo HSV-TK, que incluye FHBG (9-[4-fluoro-3-(hidroximetil)butillguanina), FHPG (9-([3-fluoro-1-
hidroxi-2-propoxilmetil)guanina), FGCV (fluoroganciclovir), FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-fluoro-1-3-
D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU (fluoro-5-etil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU (fluoro-5-metil-1-
beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-((1-fluoro-3-hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-
diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir, valacivlovir, penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral 4-
hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-FEP), o derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-
hidroxipropilo) que contienen cadenas laterales similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir. En
algunas realizaciones, el procedimiento comprende: a) administrar una particula retroviral de terapia génica que
comprende un polinucleétido HSV-TK y transducir células con el polinucleétido que codifica la HSV-timidina quinasa;
b) tratar las células con un sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo; ¢) medir la cantidad relativa de
sefal radioactiva presente en el tejido objetivo; y d) identificar a los pacientes donde el nivel de sustrato de HSV-TK
marcado radiactivamente esta por encima de un umbral establecido. En una realizacién, la etapa c) comprende
medir la salida del indicador radioactivo in vivo en el sujeto usando PET (tomografia por emision de positrones) En
algunas realizaciones, los pacientes capaces de beneficiarse de un protocolo de terapia génica incluyen pacientes o
sujetos que muestran un nivel por encima de un umbral establecido en una exploracién PET. En algunas
realizaciones, el nivel de sustrato de HSV-TK radioactivo es al menos aproximadamente 2,0 SUV o al menos 20 %
por encima del fondo en una exploracion PET. En algunas realizaciones, el nivel de sustrato de HSV-TK radioactivo
es al menos aproximadamente 1,9 SUV o al menos 20 % por encima del fondo en una exploracion PET. En otras
realizaciones mas, el nivel de sustrato de HSV-TK radioactivo es al menos aproximadamente 1,0 SUV,
aproximadamente 1,5 SUV, aproximadamente 2,0 SUV o aproximadamente 2,5 SUV o mas, o al menos un 10 % por
encima del fondo, al menos un 20 % por encima del fondo, al menos un 30 % sobre el fondo, al menos un 40 % por
encima del fondo o al menos un 50 % por encima del fondo o0 més en una exploracion PET.

En algunas realizaciones, en este documento se proporcionan procedimientos y composiciones para identificar a un
paciente o sujeto que necesita tratamiento para lesiones benignas o metastasicas y que pueden beneficiarse del
tratamiento con terapia génica. En algunas realizaciones, el procedimiento para identificar pacientes capaces de
beneficiarse de la terapia génica para el tratamiento de lesiones benignas o metastasicas incluye la medicién de un
sustrato marcado de timidina quinasa, incluyendo HSV-TK, que incluye FHBG (9- [4-fluoro-3-
(hidroximetil)butillguanina), FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxi] metil)guanina), FGCV (fluoroganciclovir), FPCV
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(fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU (fluoro-5-etil-1-beta-D-
arabinofuranosiluracilo), = FMAU  (fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), =~ FHOMP  (6-((1-fluoro-3-
hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir, valacivlovir,
penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-FEP), o
derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas laterales
similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir después de la administracion del tratamiento con
terapia génica. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: a) administrar una particula retroviral de
terapia génica que comprende un polinucleétido HSV-TK y transducir células con el polinucleétido que codifica la
HSV-timidina quinasa; b) tratar las células con un sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo; c) medir la
cantidad relativa de sefal radioactiva presente en el tejido objetivo; y d) identificar a los pacientes donde el nivel de
sustrato de HSV-TK marcado radiactivamente esta por encima de un umbral establecido; y e) tratamiento de dicho
paciente o sujeto con la particula retroviral de terapia génica. En una realizacion, la etapa c) comprende medir la
salida del indicador radioactivo in vivo en el sujeto usando PET (tomografia por emision de positrones) En algunas
realizaciones, los pacientes capaces de beneficiarse de un protocolo de terapia génica incluyen pacientes o sujetos
que muestran un nivel por encima de un umbral establecido en una exploracién PET. En algunas realizaciones, el
nivel de la sefal de ['®F]FHBG es al menos aproximadamente 2,0 SUV o al menos 20 % por encima del fondo en
una exploracion PET. En algunas realizaciones, el nivel de sustrato de HSV-TK radioactivo es al menos
aproximadamente 1,9 SUV o al menos 20 % por encima del fondo en una exploracién PET. En otras realizaciones
mas, el nivel de sustrato de HSV-TK radioactivo es al menos aproximadamente 1,0 SUV, aproximadamente 1,5
SUV, aproximadamente 2,0 SUV o aproximadamente 2,5 SUV o mas, o al menos un 10 % por encima del fondo, al
menos un 20 % por encima del fondo, al menos un 30 % sobre el fondo, al menos un 40 % por encima del fondo o al
menos un 50 % por encima del fondo o mas en una exploracion PET.

También se proporcionan en este documento procedimientos que comprenden: (a) determinar el nivel de sefial
['®F]FHBG en un sujeto; y (b) seleccionar al sujeto para el tratamiento con una composicion donde el nivel de FHBG
es al menos 2,0 SUV o al menos 20 % por encima del fondo en una exploracién PET. En algunas realizaciones, el
nivel de sustrato de HSV-TK radioactivo es al menos aproximadamente 1,9 SUV o al menos 20 % por encima del
fondo en una exploracion PET. En otras realizaciones mas, el nivel de sustrato de HSV-TK radioactivo es al menos
aproximadamente 1,0 SUV, aproximadamente 1,5 SUV, aproximadamente 2,0 SUV o aproximadamente 2,5 SUV o
mas, o al menos un 10 % por encima del fondo, al menos un 20 % por encima del fondo, al menos un 30 % sobre el
fondo, al menos un 40 % por encima del fondo o al menos un 50 % por encima del fondo o mas en una exploracion
PET.

Ademas, en este documento se proporciona un procedimiento que comprende: (a) determinar el nivel de sefial
['®F]FHBG en un sujeto; (b) excluir al sujeto del tratamiento con una composicion donde el nivel de FHBG en el
sujeto es mayor que aproximadamente 2,0 SUV o al menos por encima de 20 % por encima de la sefial de fondo en
una exploracion PET; y (c) administrar a dicho sujeto un agente anticanceroso. En algunas realizaciones, el nivel de
sustrato de HSV-TK radioactivo es al menos aproximadamente 1,9 SUV o al menos 20 % por encima del fondo en
una exploracion PET. En ofras realizaciones mas, el nivel de sustrato de HSV-TK radioactivo es al menos
aproximadamente 1,0 SUV, aproximadamente 1,5 SUV, aproximadamente 2,0 SUV o aproximadamente 2,5 SUV o
mas, o al menos un 10 % por encima del fondo, al menos un 20 % por encima del fondo, al menos un 30 % sobre el
fondo, al menos un 40 % por encima del fondo o al menos un 50 % por encima del fondo o mas en una exploracién
PET.

En algunas realizaciones, la invencion proporciona un procedimiento para identificar a un sujeto que es susceptible a
un tratamiento contra el cancer, comprendiendo el procedimiento: a) identificar la expresion de ['®F]FHBG en el
sujeto; b) tratar al sujeto.

En este documento también se proporcionan composiciones y procedimientos para medir la fosforilacion de FHBG
(9-[4-fluoro-3-(hidroximetil)butillguanina), FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxi]metil)guanina), FGCV
(fluoroganciclovir), FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-fluoro-1-3-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU
(fluoro-5-etil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU (fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-
((1-fluoro-3-hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir,
valacivlovir, penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-
FEP), o derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas
laterales similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir mediada por HSV-TK usando un sistema
de formacion de imagenes por fluorescencia. En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: a) transducir
células con un polinucledtido que codifica HSV-TK y una primera proteina fluorescente; b) transducir las células con
un polinucledtido que codifica una segunda proteina fluorescente o bioluminiscente que se puede distinguir
Opticamente de la primera proteina fluorescente o bioluminiscente; c) tratar las células con un agente que se vuelve
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citotoxico al ser fosforilado por HSV-TK; y d) medir la cantidad relativa de expresion de la primera proteina
fluorescente y la segunda proteina fluorescente. En una realizacion, la etapa d) comprende un lector de placas
Perkin Elmer, un fluorimetro; un clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS); un celémetro o un
espectrofotometro. En otra realizacion, la etapa d) comprende medir la salida fluorescente de la segunda proteina
fluorescente o bioluminiscente in vivo en el sujeto usando un sistema de formacion de imagenes por fluorescencia o
bioluminiscencia.

USOS DIAGNOSTICOS DE LA TIMIDINA QUINASA

En algunas realizaciones, en el presente documento se describe un procedimiento para seleccionar un paciente para
terapia, o para excluir a un paciente de la terapia. En una realizacién, la terapia génica de la timidina quinasa. En
otras realizaciones, la timidina quinasa es timidina quinasa HSV del virus herpes simple (HSV-TK). En otras
realizaciones mas, la timidina quinasa es HSV-TK1.

Como se describe en este documento, ['8F]FHBG y otros sustratos marcados con HSV-TK se pueden usar como un
marcador para la seleccidon o exclusion de sujetos para terapia génica. Por ejemplo, las células que expresan HSV-
TK después de la administraciéon de una particula de vector retroviral que comprende un polinucleétido que codifica
HSV-TK fosforilaran selectivamente el analogo de nucledsido 9-[4-fluoro-3-(hidroximetil) butillguanina (['8F]FHBG).
Véase, por ejemplo, Yaghoubi y Gambhir, Nat. Protocols 1:3069-75 (2006). La formacién de imagenes de ['®F]FHBG
por encima de un determinado umbral se puede usar luego para identificar células positivas para HSV-TK y para
seleccionar o excluir a un paciente para terapia génica

En consecuencia, en una realizacion, a un sujeto se le administra una composicidon de terapia génica, donde la
composicion de terapia génica codifica un polipéptido HSV-TK. Al sujeto se le administra un sustrato analogo de
nucledsido HSV-TK marcado después de un periodo de tiempo predeterminado, y se controla hasta que se alcanza
el fondo del sustrato marcado en el sujeto. La actividad de la etiqueta se mide y se compara con una exploracion
que detecta lesiones en el sujeto. Si la actividad de la formacion de imagenes: 1) esta por encima de un umbral
establecido; y 2) se correlaciona con la ubicacion de la lesion en el sujeto, entonces el sujeto es un candidato para la
terapia génica HSV-TK.

En algunas realizaciones, el andlogo de nucledsido es FHBG (9-[4-fluoro-3-(hidroximetil)butil]guanina), FHPG (9-([3-
fluoro-1-hidroxi-2-propoxi]metil)guanina), FGCV (fluoroganciclovir), FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-
fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU (fluoro-5-etil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU (fluoro-5-
metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-((1-fluoro-3-hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H,
3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir, valacivlovir, penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral
4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-FEP), o derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-
(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas laterales similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir.
En algunas realizaciones, la etiqueta es '8F, 84Cu, %™Te, 'C, 14C, 1241, 123|, 131], 150, 13N y/o 82RbCI. Preferentemente,
el sustrato analogo de nucledsido HSV-TK marcado es ['®F]FHBG (9-(4'8F-fluoro-3-(hidroximetil)butillguanina).

En algunas realizaciones, el patrén de aclaramiento en un sujeto determina la duracién del tiempo de retardo para
medir el fondo y determinar, por ejemplo, la actividad de la formacion de imagenes de ['®F]JFHBG. En lo seres
humanos, por ejemplo, el fondo de ['®F]FHBG disminuye rapidamente de la mayoria de los tejidos fuera del
abdomen inferior, como se ve en la Figura 2. Como se ve, entre 7,6 y 42,6 minutos después de la administracion de
['®F]FHBG, los niveles son altos en el higado, los rifiones y la vejiga. Esto contrasta con el corazon y los pulmones,
por ejemplo, que practicamente no muestran sefial de fondo ['®F]JFHBG después de la administracién. Después de
45,3 minutos a 80,3 minutos, los niveles de ['®F]JFHBG han disminuido significativamente en el higado y los rifiones,
con una sefal alta y persistente en la vejiga. Desde 83,3 minutos hasta 155,6 minutos, los niveles en el higado y los
rifiones disminuyeron aun mas, con el mantenimiento de niveles de sefal altos en la vejiga. En consecuencia,
dependiendo del érgano y del sujeto individual, puede requerirse cierto tiempo para que los niveles de fondo
disminuyan con el fin de medir la expresion del gen HSV-TK. No se necesita tiempo para la medicién en sistemas de
organos fuera de la region inferior del abdomen, como se ve en el corazon y los pulmones. En estos sistemas
organicos, un umbral suficiente para la idoneidad de la terapia génica puede ser, por ejemplo, al menos por encima
de 1,0 SUV, al menos por encima de 1,5 SUV, al menos por encima de 2,0 SUV, al menos por encima de 2,5 SUV,
al menos por encima de 3,0 SUV, al menos por encima de 3,5 SUV o al menos por encima de 4,0 SUV.

A diferencia, puede que se requiera cierto retraso con el fin de obtener imagenes de sefales por encima de los
niveles de fondo, por ejemplo, en el higado y los rifiones. Véase Yaghoubi y col. Nat. Protocolos en el vol. 1, p. 3073.
Debido a las sefiales de fondo en estos sistemas de 6rganos, un umbral suficiente para la determinacion de la
idoneidad para el tratamiento de terapia génica puede ser, por ejemplo, al menos un 10 % por encima del fondo, al
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menos un 15 % por encima del fondo, al menos un 20 % por encima del fondo, al menos un 25 % por encima del
fondo, al menos un 30 % por encima del fondo, al menos un 35 % por encima del fondo, al menos un 40 % por
encima del fondo, al menos un 45 % por encima del fondo, al menos un 50 % por encima del fondo, al menos un 55
% por encima del fondo, al menos un 60 % por encima del fondo, al menos un 65 % por encima del fondo, al menos
un 70 % por encima del fondo, al menos un 75 % por encima del fondo, al menos un 80 % por encima del fondo, al
menos un 85 % por encima del fondo, al menos un 90 % por encima del fondo, al menos un 95 % por encima del
fondo o al menos un 100 % o mas por encima del fondo cuando se mide después de un periodo de tiempo
predeterminado. Por ejemplo, como se ve en la Figura. 2, las sefiales de fondo en el higado son considerablemente
menores después de al menos 1 a 1-1/2 horas después de la administracion de ['®F]JFHBG. En consecuencia, las
mediciones de la sefial de ['®F]FHBG en el higado no deben tomarse hasta después de que los niveles de la sefial
de ['®F]JFHBG hayan disminuido al fondo, aproximadamente 1 a 1-1/2 horas, dependiendo de la velocidad de
aclaramiento en cada sujeto individual.

En algunos sistemas organicos, la expresién del gen HSV-TK puede no ser medible, por ejemplo, en la vejiga, donde
se mantienen altos niveles de sefial de fondo a lo largo del tiempo.

En otras realizaciones, se mide una relacién de sefial de ['®F]FHBG administrada a ['®F]FHBG medida para
determinar si un sujeto debe incluirse o excluirse de un protocolo de terapia génica. Por ejemplo, si un sujeto que se
inyecta con, por ejemplo, 500 MBq de ['®F]FHBG, y excede el umbral, de por ejemplo, 50 MBq de la sefial de
['®F]FHBG, el sujeto es capaz de producir una cantidad terapéuticamente efectiva de ganciclovir fosforilado, o un
derivado del mismo, de una construccion descrita en este documento para ser terapéutica, lo que indica que el
sujeto puede responder en una situacion de terapia génica. En dicha realizacion, el sujeto es un candidato para el
tratamiento con una construccion de terapia génica descrita en este documento.

En otras realizaciones, el sujeto se inyecta con 100-750 MBq o 100-600 MBq o 100-500 MBq o 200-500 MBq o 200-
400 MBq, 0 2,0 a 15,5 MBqg/kg 0 2,0 a 12,0 MBg/kg 0 2,0 a 10,0 MBag/kg o0 2,0 a 7,5 MBg/kg de ['8F]FHBG y excede
el umbral de, por ejemplo,10-100 MBqg o 10-90 MBq o 10-80 MBq o 10-70 MBq o 10-60 MBq o 20-50 MBq o 20-40
MBq de la sefial ['"®F]JFHBG. En algunas realizaciones, el sujeto se inyecta con 200-500 MBq de ['®F]FHBG y excede
el umbral de, por ejemplo, 20-50 MBq de la sefial ["®F]JFHBG. En algunas realizaciones, la relacion de sefial
['8FJFHBG inyectada a sefial ['®F]FHBG medida es de 2:1, 5:1, 10:1, 20:1 30:1, 40:1 o 50:1. En algunas
realizaciones, la relacion de sefial ['®F]JFHBG inyectada a sefal ['®F]FHBG medida es de aproximadamente 2:1 a
aproximadamente 50:1, de aproximadamente 2:1 a aproximadamente 40:1, de aproximadamente 5:1 a
aproximadamente 30:1, desde aproximadamente 5:1 a aproximadamente 20:1, desde aproximadamente 5:1 a
aproximadamente 10:1 o aproximadamente 10:1.

En otra realizacién, si un sujeto produce suficiente FHBG fosforilado para generar una sefal de mas de 2,0 SUV o al
menos un 20 % por encima del fondo en la exploracién PET, es probable que el sujeto produzca una cantidad
terapéuticamente efectiva de TK a partir de una construccion descrita en este documento y es probable que el sujeto
responda en una situacion de terapia génica. En algunas realizaciones, el sujeto puede seleccionarse para una
terapia de combinacién con otro agente o tratamiento anticanceroso descrito en este documento.

En otras realizaciones, el sujeto produce suficiente FHBG fosforilado para generar una sefial de mas de
aproximadamente 1,5 SUV, mas de aproximadamente 2,0 SUV, mas de aproximadamente 2,5 SUV, mas de
aproximadamente 3,0 SUV, mas de aproximadamente 4,0 SUV o mas de aproximadamente 5,0 SUV. En otras
realizaciones mas, el sujeto genera una sefal de al menos un 10 % por encima del fondo, al menos un 20 % por
encima del fondo, al menos un 30 % por encima del fondo, al menos un 40 % por encima del fondo o al menos un 50
% o mas por encima del fondo.

CANCERES

Ejemplos no limitantes de canceres pueden incluir: leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda,
carcinoma adrenocortical, canceres relacionados con el SIDA, linfoma relacionado con el SIDA, cancer anal, cancer
de apéndice, astrocitomas, carcinoma de células basales, cancer del conducto biliar, cancer de vejiga, canceres de
hueso, tumores cerebrales, como astrocitoma cerebeloso, astrocitoma cerebral/glioma maligno, ependimoma,
meduloblastoma, tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, via visual y glioma hipotalamico, cancer de
mama, adenomas bronquiales, linfoma de Burkitt, carcinoma de origen primario desconocido, linfoma del sistema
nervioso central, astrocitoma cerebeloso, cancer cervical, canceres infantiles, leucemia linfocitica cronica, leucemia
mieldégena croénica, trastornos mieloproliferativos crénicos, cancer de colon, linfoma cutaneo de células T, tumor
desmoplasico de células redondas pequefas, cancer de endometrio, ependimoma, cancer de eséfago, sarcoma de
Ewing, tumores de células germinales, cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, tumor carcinoide gastrointestinal,
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tumor del estroma gastrointestinal, gliomas, leucemia de células pilosas, cancer de cabeza y cuello, cancer de
corazon, cancer hepatocelular (higado), linfoma de Hodckin, cancer de la hipofaringe, melanoma intraocular,
carcinoma de células de los islotes, sarcoma de Kaposi, cancer de riiién, cancer de laringe, cancer de labios y
cavidad oral, cancer de higado, canceres de pulmén, como cancer de pulmoén de células no pequefas y células
pequefas, linfomas, leucemias , macroglobulinemia, histiocitoma fibroso maligno de hueso/osteosarcoma,
meduloblastoma, melanomas, mesotelioma, cancer metastasico de cuello escamoso con primario oculto, cancer de
boca, sindrome de neoplasia endocrina multiple, sindromes mielodisplasicos, leucemia mieloide,cavidad nasal y
cancer de seno paranasal, carcinoma nasofaringeo, neuroblastoma, linfoma no Hodgkin, cancer de pulmén de
células no pequefias, cancer bucal, cancer de orofaringe, osteosarcoma/histiocitoma fibroso maligno de hueso,
cancer de ovario, cancer epitelial de ovario, cancer de células germinales del ovario cancer pancreético, cancer de
pancreas de células de los islotes, cancer de seno paranasal y cavidad nasal, cancer de paratiroides, cancer de
pene, cancer de faringe, feocromocitoma, astrocitoma pineal, germinoma pineal, adenoma hipofisario, blastoma
pleuropulmonar, neoplasia de células plasmaticas, linfoma del sistema nervioso central primario, cancer de prostata ,
cancer de recto, carcinoma de células renales, cancer de células de la pelvis renal y de transicion de uréter,
retinoblastoma, rabdomiosarcoma, cancer de glandula salival, sarcomas, canceres de piel, carcinoma de piel, células
de merkel, cancer de intestino delgado, sarcoma de tejidos blandos, carcinoma de células escamosas, cancer de
estdbmago, linfoma de células T, cancer de garganta, timoma, carcinoma timico, cancer de tiroides, tumor
trofoblastico (gestacional), canceres de sitio primario desconocido, cancer de uretra, sarcoma uterino, cancer de
vagina, cancer de vulva, macroglobulinemia de Waldenstrom y tumor de Wilms.

En otras realizaciones, los canceres a tratar se eligen de entre el grupo que consiste en carcinoma hepatocelular
primario, carcinoma de mama metastasico al higado, cancer pancreatico metastatico al higado, cancer gastrico
metastasico al higado, cancer esofagico metastatico al higado, cancer de pulmoén metastasico al higado, melanoma
metastasico al higado, carcinoma ovarico metastasico al higado y cancer renal metastasico al higado.

FORMULACIONES

Las composiciones farmacéuticas que comprenden un vector terapéutico pueden formularse de cualquier manera
convencional mezclando una cantidad seleccionada del vector terapéutico con uno o mas portadores o excipientes
fisiolégicamente aceptables. Por ejemplo, el vector terapéutico puede suspenderse en un portador tal como PBS
(solucion salina tamponada con fosfato). Los compuestos activos pueden administrarse mediante cualquier via
adecuada, por ejemplo, por via oral, parenteral, intravenosa, intradérmica, subcutanea o topica, en forma liquida,
semiliquida o solida y se formulan de una manera adecuada para cada via de administracion.

En algunas realizaciones, el vector terapéutico y las sales y solvatos fisioldgicamente aceptables se formulan para la
administracion por inhalacion o insuflacién (ya sea a través de la boca o la nariz) o para la administracion oral, bucal,
parenteral o rectal. En algunas realizaciones, para la administracion por inhalacion, el vector terapéutico se
administra en forma de una presentacion en aerosol desde paquetes presurizados o un nebulizador, con el uso de
un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, didéxido de
carbono u otro gas adecuado. En algunas realizaciones, una unidad de dosificacién de aerosol presurizada o una
valvula para administrar una cantidad medida. En algunas realizaciones, las capsulas y cartuchos (por ejemplo de
gelatina) para su uso en un inhalador o insuflador estan formulados con una mezcla en polvo de un compuesto
terapéutico y una base en polvo adecuada, como lactosa o almidén.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se formulan para la administracién oral en forma de
comprimidos o capsulas preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales
como agentes aglutinantes (por ejemplo, almidon de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropil
metilcelulosa); cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrégeno fosfato de calcio); lubricantes (por
ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata o glicolato de almidén
sadico); o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio). En algunas realizaciones, los comprimidos
estan recubiertos por procedimientos bien conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, las preparaciones
liqguidas para la administracion oral estan en forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o suspensiones, o se
formulan como un producto seco para la constitucién con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. En
algunas realizaciones, dichas preparaciones liquidas se preparan por medios convencionales con aditivos
farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de
celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o acacia); vehiculos no
acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y
conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sorbico). En algunas realizaciones, las
preparaciones también contienen sales tampoén, agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes, segun sea
adecuado. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se formulan para la administracion oral para
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dar una liberacion controlada del compuesto activo. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas se
formulan para via bucal en forma de comprimidos o pastillas formuladas de manera convencional.

En algunas realizaciones, el vector terapéutico se formula para la administracion parenteral mediante inyeccion, por
ejemplo, inyeccidn de bolo, o infusidon continua. En algunas realizaciones, las formulaciones para la inyeccién estan
en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis, con un conservante afiadido.
En algunas realizaciones, las composiciones se formulan como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos
oleosos o acuosos. En algunas realizaciones, las formulaciones comprenden agentes de formulacién tales como
agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Como alternativa, en algunas realizaciones, el principio
activo esta en forma de polvo liofilizado para su constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril
libre de pirdgenos, antes de su uso.

En algunas realizaciones, el vector terapéutico se formula como una preparacion de liberacion prolongada. En
algunas realizaciones, dichas formulaciones de accién prolongada se administran por implantacion (por ejemplo, por
via subcutanea, intramuscular o directamente en o cerca de un tumor) o por inyeccion intramuscular. Por lo tanto,
por ejemplo, en algunas realizaciones, los compuestos terapéuticos se formulan con materiales poliméricos o
hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una emulsion en un aceite aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o
como derivados poco solubles, por ejemplo, como una sal poco soluble.

En algunas realizaciones, los agentes activos se formulan para una aplicacion local o tépica, como para la aplicacion
tépica en la piel y las membranas mucosas, como en el ojo, en forma de geles, cremas y lociones y para la
aplicacion en el ojo o para la aplicacion intracisternal o intraespinal. En algunas realizaciones, dichas soluciones,
particularmente aquellas destinadas a uso oftalmico, se formulan como soluciones isoténicas al 0,01 % -10 %, pH de
aproximadamente 5 a 9, con sales adecuadas. En algunas realizaciones, los compuestos se formulan como
aerosoles para la aplicacion topica, tal como por inhalacion.

La concentracion de compuesto activo en la composicién del farmaco dependera de las velocidades de absorcion,
inactivacion y excrecion del compuesto activo, el programa de dosificacion y la cantidad administrada, asi como
otros factores conocidos por los expertos en la materia.

En algunas realizaciones, las composiciones se presentan en un paquete o dispositivo dispensador que comprende
una o mas formas de dosificacion unitaria que contienen el principio activo. En algunas realizaciones, el paquete
puede comprender una lamina de metal o plastico, tal como un envase de blister. En algunas realizaciones, el
paquete o dispositivo dispensador va acompafiado de instrucciones para la administracion.

En algunas realizaciones, los agentes activos se empaquetan como articulos de fabricacion que contienen material
de empaquetado, un agente proporcionado en este documento y una etiqueta que indica el trastorno para el cual se
proporciona el agente.

MODELOS ANIMALES

En algunas realizaciones, las particulas de vector retroviral, descritas anteriormente en este documento, se
administran a un animal in vivo como parte de un modelo animal para el estudio de la eficacia de un tratamiento de
terapia génica. En algunas realizaciones, las particulas de vector retroviral se administran en dosis variables a
diferentes animales de la misma especie. A continuacion, los animales se evalian para determinar la expresioén in
vivo del agente terapéutico o de diagndstico deseado. En algunas realizaciones, a partir de los datos obtenidos de
dichas evaluaciones, un experto en la materia determina la cantidad de particulas de vectores retrovirales que se
administraran a un paciente humano.

KITS

También se proporcionan kits o sistemas de administracion de farmacos que comprenden las composiciones para su
uso en los procedimientos descritos en este documento. Todos los materiales esenciales y reactivos necesarios para
la administracion de las particulas retrovirales descritas en este documento pueden ensamblarse en un kit (por
ejemplo, construccion de células de empaquetamiento o linea celular, vector de expresion de citoquinas). Los
componentes del kit pueden proporcionarse en una diversidad de formulaciones como se describié anteriormente.
La una o mas particulas retrovirales terapéuticas se pueden formular con uno o mas agentes (por ejemplo, un
agente quimioterapéutico) en wuna sola composicion farmacéuticamente aceptable o composiciones
farmacéuticamente aceptables separadas.
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Los componentes de estos kits o sistemas de administracién de farmacos también pueden proporcionarse en formas
secas o liofilizadas. Cuando los reactivos o componentes se proporcionan como una forma seca, la reconstitucion
generalmente se realiza mediante la adicion de un disolvente adecuado, que también se puede proporcionar en otro
medio de envase.

Los medios de envase de los kits pueden incluir generalmente al menos un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco,
jeringa y/u otro medio de envase, en el que se puede colocar la al menos una sustancia.

Los kits descritos en este documento también pueden comprender instrucciones con respecto a la dosificaciéon y o la
informacién de administracion para la particula retroviral. Las instrucciones pueden incluir instrucciones para
practicar cualquiera de los procedimientos descritos en este documento, incluidos los procedimientos de tratamiento.
Ademas, las instrucciones pueden incluir indicaciones de un criterio de valoracién clinico satisfactorio o cualquier
sintoma adverso que pueda producirse, o informacion adicional requerida por agencias reguladoras como la
administracion de alimentos y medicamentos para su uso en un sujeto humano.

Las instrucciones pueden estar en "material impreso"”, por ejemplo, en papel o cartéon dentro o pegado al kit, o en
una etiqueta pegada al kit o al material de empaquetado o adherida a un vial o tubo que contenga un componente
del kit. Ademas, las instrucciones pueden incluirse en un medio legible por computadora, como un disco (disquete o
disco duro), CD o6ptico como CD o DVD-ROM/RAM, cinta magnética, medios de almacenamiento eléctrico como
RAM y ROM, punta IC e hibridos de estos, tales como medios de almacenamiento magnético/dptico.

En algunas realizaciones, los kits o sistemas de administracién de farmacos incluyen un medio para contener los
viales en confinamiento cercano para la venta comercial tal como, por ejemplo, inyeccion o recipientes de plastico
moldeados por soplado en los que se conservan los viales deseados. Independientemente del nimero o el tipo de
recipientes, los kits también pueden comprender, o empaquetarse con, un instrumento para ayudar con la
inyeccion/administracion o colocacion de la composicion compleja definitiva dentro del cuerpo de un sujeto. Dicho
instrumento puede ser un aplicador, inhalante, jeringa, pipeta, forceps, cuchara medidora, cuentagotas o cualquier
otro vehiculo de administracién aprobado médicamente.

Los paquetes y kits pueden incluir ademas una etiqueta que especifique, por ejemplo, una descripcion del producto,
el modo de administracion y/o la indicacion del tratamiento. Los paquetes proporcionados en este documento
pueden incluir cualquiera de las composiciones como se describe en este documento. El paquete puede incluir
ademas una etiqueta para tratar una o mas enfermedades y/o afecciones.

La expresién "material de empaquetamiento” se refiere a una estructura fisica que contiene los componentes del kit.
El material de empaquetamiento puede mantener los componentes de forma estéril y puede estar hecho de material
comunmente usado para dichos fines (por ejemplo, papel, fibra ondulada, vidrio, plastico, papel, ampollas, etc.). La
etiqueta o prospecto pueden incluir instrucciones escritas adecuadas. Ademas, los kits pueden incluir etiquetas o
instrucciones adicionales para usar los componentes del kit en cualquier procedimiento descrito en este documento.
Un kit puede incluir un compuesto en un paquete o dispensador junto con instrucciones para administrar el
compuesto en un procedimiento descrito en este documento.

EJEMPLOS

Con el fin de que los expertos en la materia puedan practicar mejor las composiciones y los procedimientos descritos
en este documento, los siguientes ejemplos se proporcionan con fines ilustrativos.

Ejemplo 1: ensayo clinico.

Se realizé un ensayo de aumento de la dosis para evaluar la seguridad, la farmacocinética y la farmacodinamica de
Reximmune-C2 (genes de timidina quinasa y GM-CSF) en sujetos refractarios con carcinoma hepatocelular primario
o tumores metastasicos en el higado.

Antecedentes y justificacion

Reximmune-C2 consta de una plataforma de distribucidon genética que contiene una carga util interna que codifica
proteinas terapéuticas de interés. La plataforma de distribucion genética se ha dosificado en mas de 280 sujetos en
todo el mundo; aproximadamente 270 sujetos fueron tratados con el vector que contenia dnG1 como una carga util
(Rexin-G) y 16 sujetos con timidina quinasa (vTK) y el factor de estimulacién inmune de colonias de macréfagos y
granulocitos (GM-CSF) como una carga util (Reximmune-C). La plataforma de distribuciéon genética es un vector viral
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Moloney de raton no recombinante (MoMLV) obtenido por ingenieria. Anteriormente, se realizé un ensayo de
aumento de dosis de fase 1 investigando la combinacidon de Rexin-G y Rexinmune-C en sujetos con tumores solidos
refractarios primarios o metastasicos (ensayo Genevieve). Este ensayo clinico de fase | propuesto (titulado ensayo
Genevieve 2) es una extension de un ensayo que se realizé investigando Reximmune-C2 solo, sin el Rexin-G)
utilizando una forma mejorada de timidina quinasa en una combinacion de timidina quinasa mas GM-CSF.

En el ensayo original de Genevieve, dieciséis sujetos fueron reclutados en 3 niveles de dosis, siendo la exposicion
media en el grupo de dosis mas alta de 8,0 x 10'° ufc (# de pts = 7) y la duracion mas larga fue de 6 ciclos (intervalo
de ciclos 3-6). Para la parte A del estudio, el tratamiento consistié en una dosis segura y efectiva (6ptima) de Rexin-
G previamente determinada, y dosis crecientes de Reximmune-C. Especificamente, Rexin-G, 2 x 10" ufc, en los
dias 1, 3, 5, 8, 10 y 12, Reximmune-C, 1,0, 2,0 0 3,0 x 10'° ufc en el dia 3 (niveles de dosis |, Il, Ill respectivamente)
y valaciclovir a 1 g po tres veces al dia en los dias 6-19, como un ciclo. Para la parte B del estudio, los sujetos que
no tuvieron toxicidad o en quienes la toxicidad se resolvié a grado 1 0 menos podrian recibir ciclos adicionales de
terapia hasta un total de 6 ciclos de tratamiento.

No hubo toxicidad limitante de la dosis en ningun nivel de dosis. Se informaron eventos adversos no relacionados
para los 16 sujetos en el estudio, pero el nimero de eventos fue bajo (en la mayoria de los casos 1 o 2 apariciones
por término preferido), y la mayoria fueron de grado 1 o 2. Los eventos adversos no graves relacionados se
produjeron en 2 sujetos y ambos fueron de grado 2. Cuatro sujetos experimentaron eventos adversos graves, los
cuales se consideraron no relacionados con el farmaco del estudio.

La justificacion para la continuacién de este ensayo de fase 1 es que: (1) la timidina quinasa en si misma podria
demostrar ser un agente anticanceroso eficaz, particularmente en sujetos cuyos tumores demuestran un efecto
espectador; (2) la administracion de la plataforma de distribucién genética hasta la fecha a un grupo internacional de
sujetos ha demostrado un muy alto grado de seguridad; y (3) la biodistribucién en animales sugiere una alta
biodistribucion en el higado. Ademas, la adicion de GM-CSF podria contribuir a un efecto inmunolégico y una mayor
destruccion de las células tumorales a través de antigenos asociados al tumor mediante el reclutamiento de las
células inmunitarias adecuadas.

La biodistribuciéon de las particulas virales es mayor en el higado, seguida del bazo, luego el pulmén: esta es la
razon para enfocarse inicialmente en los tumores hepatocelulares donde la intensidad de la dosis debe ser la mas
alta. También existe una alta necesidad clinica insatisfecha de agentes anticancerosos eficaces para estos
canceres.

Se entiende que las realizaciones descritas en este documento no estan limitadas a los procedimientos y
componentes particulares y otros procedimientos descritos, ya que estos pueden variar. También debe entenderse
que la terminologia usada en este documento se usa con el fin de describir solo realizaciones particulares, y no
pretende limitar el alcance de la presente invencion. Debe observarse que, tal como se usa en este documento y en
las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "una" y "el" incluyen la referencia plural, a menos que el
contexto indique claramente otra cosa. Por tanto, por ejemplo, una referencia a una "proteina" es una referencia a
una o mas proteinas, e incluye equivalentes de las mismas conocidos por los expertos en la materia y asi
sucesivamente.

A menos que se indique de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado que entiende comunmente un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. Se
describen procedimientos, dispositivos y materiales especificos, aunque cualquier procedimiento y materiales
similares o equivalentes a los descritos en este documento se pueden usar en la practica o el ensayo de la presente
invencion.

Todas las publicaciones citadas en este documento, se incorporan por la presente como referencia, incluidos todos
los articulos de revistas, libros, manuales, solicitudes de patente publicadas y patentes emitidas. Ademas, se
proporciona el significado de determinados términos y frases empleados en la memoria descriptiva, ejemplos y
reivindicaciones adjuntas. Las definiciones no pretenden ser de caracter limitativo y sirven para proporcionar una
comprension mas clara de determinados aspectos de la presente invencion.

Ejemplo 2: ensayo de diagnéstico de TK para aplicaciones de terapia génica
Estudios en animales y humanos han demostrado previamente la utilidad de medir la expresion de vTK mediante la

formacién de imagenes PET usando ['®F]-FHBG. Estas herramientas de formacion de imagenes se utilizaran como
una prueba sustituta personalizada para acceder a la dosis y exposicion adecuadas y se usaran en la parte del IB
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para determinar qué sujetos tienen la mejor oportunidad de beneficiarse de los farmacos candidatos.

Este ensayo clinico se divide en dos fases: la fase IA en la que Reximmune-C2 se administr6 como una dosis
intravenosa Unica en tres de los cinco dias y la presencia de la expresién de HSV-TK-m2 potencialmente controlada
por exploracion ['®FJFHBG PET después de 3-8 dias (el esquema para la fase IA se ilustra en la Figura 3). La
administracion de valganciclovir (la forma oral de ganciclovir) se inicia el dia 8 durante 5 dias, independientemente
de los resultados de la exploracion PET. A continuacion, aproximadamente una semana de receso farmacoldgico.
Cada ciclo tendra una duracion de tres semanas.

Habr4 tres pacientes en la primera y subsiguientes cohortes hasta que el paciente experimente toxicidad limitante de
la dosis (DLT) o dos casos de toxicidades de grado 2 segun NCI-CTC atribuidas al farmaco del estudio (excepto
nduseas/vémitos, fatiga, anorexia, alopecia o anemia). Si no hay DLT, los pacientes pasaran al siguiente nivel de
dosis. Si hay una DLT, la cohorte se ampliara a 6 pacientes y el nivel de dosis no se superara si 2 o0 mas pacientes
muestran DLT.

Una vez que se alcanza la dosis maxima administrada (MAD), se seguira un programa modificado de Fibonacci
comenzando con la dosis de cohorte que no tenia DLT y continuara hasta que se observen toxicidades limitantes de
la dosis en dos pacientes a un nivel de dosis. Una vez que se define la dosis recomendada de fase 2 (RP2D), se
reclutaran 6-12 pacientes.

La fase IB esta disefiada para explorar la actividad de Reximmune-C2 en pacientes de un tipo de tumor definido y
una etapa basada en los datos de la fase IA y que tienen exploraciones ['®F]JFHBG positivas del dia tres al seis
después de una dosis (RP2D) de Reximmune- C2. Si la exploracion es positiva, se acepta al paciente en la fase de
tratamiento de la fase IB del protocolo y se administra la RP2D en tres dosis dentro de los 5 dias, seguidos de los 5
dias de valganciclovir a partir del dia 8 de esa fase, seguidos de una semana de receso farmacolégico. Cada ciclo
tiene una duracioén de tres semanas. Los pacientes que tengan una exploracion ['®F]FHBG PET negativa después de
una dosis Unica de Reximmune-C2 recibiran una dosis de 5 dias de valganciclovir y no continuaran en el estudio.

La DLT del paciente se definird como la aparicion de cualquiera de los siguientes eventos que se atribuyen a
Reximmune-C2 y se producen durante el primer ciclo (3 semanas) de administracion del farmaco:

Neutropenia de grado 4 (es decir, recuento absoluto de neutrdfilos (ANC) < 500 células/mm?®) durante 7 o mas dias
consecutivos o neutropenia febril (es decir, fiebre =2 38,5 °C con un ANC < 1000 células/mm?3); trombocitopenia de
grado 4 (< 25.000 células/mm? o episodio de sangrado que requiere transfusion de plaquetas); nauseas y/o vémitos
de grado 3 o mayor a pesar del uso de una intervenciéon médica adecuada/maxima y/o profilaxis; cualquier toxicidad
no hematoldgica de grado 3 o mayor (excepto reaccion en el sitio de inyeccion de grado 3, alopecia, fatiga); retraso
en la continuacién del tratamiento de mas de 3 semanas debido a la recuperacion retardada de una toxicidad
relacionada con el tratamiento con Reximmune-C2; y reaccion de hipersensibilidad de grado 3 o mayor a pesar del
uso adecuado de premedicacion (segun los criterios de toxicidad comunes definidos como "broncoespasmo
sintomatico, que requieren medicamentos parenterales, con o sin urticaria; edema-angioedema relacionado con
alergias").

Reximmune-C2 se inyecta por via intravenosa durante 15 a 60 minutos (dependiendo de la dosis) a través de una
bomba de infusion. Reximmune-C2 se proporciona en viales de 30 ml almacenados a -80 °C + 10 °C.

En este ensayo de fase |, se investigara la seguridad, la farmacocinética y la farmacodinamica de dosis crecientes
de Reximmune-C2. Se identificara la dosis maxima tolerada y se definira una dosis recomendada de fase 2 para
Reximmune C2. Se describira cualquier actividad antitumoral y respuestas clinicas al tratamiento con Reximmune-
C2.

La dosis inicial en este ensayo se basa en: la experiencia de seguridad clinica en seres humanos con los productos
farmacolégicos relacionados con la plataforma de vectores Rexin-G y Reximmune-C y los resultados del estudio de
toxicologia de GLP de ratas de 21 dias para Reximmune-C2.

Objetivos
El objetivo principal del estudio es determinar la dosis maxima tolerada (MTD), la toxicidad limitante de la dosis
(DLT), la seguridad y una dosis recomendada de fase 2 (RP2D) de Reximmune-C2 administrada durante un ciclo de

tres semanas que consiste en una serie de tres dosis administradas por via intravenosa dentro de los cinco dias de
la semana 1, seguidas de 5 dosis diarias de valganciclovir en la semana 2 en pacientes inscritos en este estudio a
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los que se le han diagnosticado tumores primarios o metastasicos avanzados en el higado.

Los objetivos secundarios incluyen: (i) evaluacién de la farmacocinética plasmatica de Reximmune-C2; (ii)
evaluacion del sustituto de la expresion de la proteina HSV-TK-m2 de Reximmune-C2 a través de la formacion de
imagenes en serie ['®F]FHBG PET y/o SPECT,; (iii) descripcion y evaluacion de cualquier evidencia preliminar de
actividad antitumoral de Reximmune-C2; y (iv) proporcionar pruebas de investigacion clinica para anticuerpos contra
retrovector gp70 env, retrovirus competentes para la replicacion en linfocitos de sangre periférica (PBL); integracion
de vectores en el ADN gendémico de PBL, y la proteina hGM-CSF circulante.

Procedimientos

Disefio del estudio: ensayo clinico de grupos paralelos, sin enmascaramiento, con aumento escalonado de la dosis y
de tres centros.

Estratificacion: ninguna.

Terapia: Reximmune-C2 se administrara como una infusion intravenosa para separar a los pacientes. En la fase IA,
que investiga Reximmune-C2, la dosis se aumentara entre las cohortes de pacientes hasta que se observe DLT. En
el RP2D, se reclutaran pacientes adicionales. En la fase IB, los pacientes seran preseleccionados con ['®F]JFHBG
PET para la expresion de HSV-TK-m2. Aquellos que expresan HSV-TK-m2 recibirdn dosis adicionales de
Reximmune-C2. Los pacientes no seran medicados previamente a menos que se produzcan reacciones de
hipersensibilidad.

Procedimientos estadisticos: las estadisticas descriptivas se usaran para el analisis estadistico.

Determinacién del tamafio de la muestra: no se puede definir el tamafio preciso de la muestra, ya que depende de la
toxicidad observada. Para cada programa, se trataran cohortes de tres a seis sujetos en cada nivel de dosis hasta
que se defina la MTD. Una vez que se identifica la MTD, este nivel de dosis se ampliara a un maximo de 12
pacientes que seran tratados para definir mejor la tolerabilidad y la farmacocinética de la dosis y el programa. Se
espera que se inscriban de 45 a 70 sujetos, con 33 a 46 en la parte de IA.

Criterios de inscripcion

Los sujetos deben cumplir con todos los siguientes criterios de inclusién para ser elegibles para la asignacién al azar
en el estudio:

1. Diagnéstico de tumores solidos adultos en etapa avanzada, primarios o metastasicos en el higado,
histolégicamente documentados, que son refractarios a la terapia convencional o para los cuales no existe una
terapia convencional curativa.

2. Evidencia de enfermedad medible o evaluable radiograficamente.

3. Todos los efectos toxicos agudos de cualquier radioterapia, quimioterapia o procedimientos quirdrgicos anteriores
deben haberse resuelto segun los criterios de toxicidad comunes (CTC) del instituto nacional del cancer (NCI)
(version 4.0) grado <1.

4. La edad debe ser> 18 afios.

5. La ultima dosis de terapia antineoplasica, excepto la terapia hormonal debe ser > 21 dias. La radioterapia de haz
externo debe haber sido <25 % de esqueleto que contenga médula 6sea.

6. Los pacientes pueden ser positivos para la hepatitis B y C. (Los pacientes pueden continuar con sus
medicamentos antivirales).

7. Los pacientes pueden tener metastasis intracraneal de cualquier nimero si han sido irradiados en el cerebro y
estables durante 6 semanas. Los pacientes pueden estar tomando medicamentos anticonvulsivos, pero no deben
tomar esteroides.

8. El estado de rendimiento de Karnofsky debe ser = 70.

9. Esperanza de vida de al menos 3 meses.

10. Los pacientes deben poder viajar al centro médico St. Luke's para las exploraciones PET.

11. Los datos de laboratorio iniciales requeridos incluyen:

Recuento absoluto de neutrdfilos | = 1.500/mm? [unidades S| 10%/1]

(ANC)

Plaquetas > 75.000/mm? [unidades S| 109/]

Hemoglobina = 8,0 g/dl [unidades S| mmol/l]

Creatinina en suero < 1,5 veces el limite superior de laboratorio normal
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(L-ULN)
Bilirrubina <2,0 mg/dl
Fosfatasa alcalina < 5 veces el L-ULN
AST, ALT <5 veces el L-ULN
LDH <5 veces el L-ULN
Prueba de embarazo (mujeres en edad | Negativo dentro de los 7 dias de comenzar el
fértil) protocolo

12. Consentimiento informado firmado que indica que conocen la naturaleza neoplasica de su enfermedad y han
sido informados sobre los procedimientos a seguir, la naturaleza experimental de la terapia, las alternativas, los
posibles beneficios, los efectos secundarios, los riesgos y las molestias.

13. Dispuesto/a y capaz de cumplir con las visitas programadas, el plan de tratamiento y las pruebas de laboratorio.

La presencia de cualquiera de los siguientes excluira un tema de la inscripcién en el estudio

1. Terapia simultanea con cualquier tratamiento contra el cancer, incluido cualquier otro agente en investigacion.

2. Edema intracraneal conocido o CVA dentro de las 6 semanas posteriores a la seleccion.

3. Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia. Las mujeres deben estar de acuerdo en usar un método
anticonceptivo efectivo, deben ser quirdrgicamente estériles o deben ser posmenopausicas. Los hombres deben
aceptar el uso de métodos anticonceptivos efectivos o ser estériles quirirgicamente. La definicidn de anticoncepcion
efectiva se basara en el juicio del investigador o de un asociado designado. Todas las mujeres en riesgo deben tener
una prueba de embarazo negativa dentro de los 7 dias anteriores al inicio del tratamiento del estudio.

4. Enfermedad cardiaca clinicamente significativa (New York Heart Association, clase Ill o IV)

5. Demencia o estado mental alterado que prohibiria el consentimiento informado.

6. Otra condicion médica o psiquiatrica grave, aguda o cronica o anomalia de laboratorio que puede aumentar el
riesgo asociado con la participacion en el estudio o la administracion del farmaco de estudio o puede interferir con la
interpretacion de los resultados del estudio y, a juicio del investigador principal, podria hacer que el sujeto no fuera
adecuado para este estudio.

7. Efectos secundarios conocidos de los antivirales en la clase de ganciclovir.

8. Pacientes que se sabe que son VIH positivos.

9. El paciente no debe tomar esteroides en el momento de la seleccion.

Justificacién de la dosis inicial y el programa

Reximmune-C se ha administrado en 16 pacientes en un intervalo de 1,0, 2,0 o 3,0 x 10'° ufc (niveles de dosis I, I,
lll, respectivamente, en el dia 3 del ciclo). No hubo toxicidad limitante de la dosis en ningun nivel de dosis. Se
informaron eventos adversos no relacionados para los 16 pacientes en el estudio, pero el nimero de eventos fue
bajo (en la mayoria de los casos 1 o 2 apariciones por término preferido), y la mayoria fueron de grado 1 o 2. Los
eventos adversos no graves relacionados se produjeron en 2 pacientes y ambos fueron de grado 2. Cuatro
pacientes experimentaron eventos adversos graves, los cuales se consideraron no relacionados con el farmaco del
estudio. El ensayo se cerr6 antes de determinar la dosis 6ptima y el programa de Reximmune-C. En este ensayo, el
nuevo ensayo Genevieve-2, la dosificacion inicial se basara en la toxicologia de 21 dias y en el estudio HSV-TK-m1.
La dosificacién futura continuara usando particulas virales totales (TVP), que es una medida mas precisa del titulo
que las ufc por ml.

El programa se basa en el razonamiento de que la exposicién a Reximmune-C2 no transduce todas las células
tumorales. Por lo tanto, a los pacientes se les administrara la dosis tres veces en un ciclo durante un periodo de 5
dias.

El tiempo entre la exposicion a GDS y la expresion de HSV-TK-m2 (y hGM-CSF) se estima que es de 48 a 72 horas.
Por lo tanto, 72 horas después de la tercera dosis de Reximmune-C2, se iniciara valganciclovir. La dosis (que se
ajustara para la funcién renal) se administrara a niveles de dosis antivirales convencionales. Debido a la toxicidad
potencial del valganciclovir y las observaciones publicadas de que 5 dias de ganciclovir deberian ser suficientes para
destruir la mayoria de las células que contienen HSV-TK-m2, se eligieron 5 dias de tratamiento. Debido a la
toxicidad potencial tanto de Reximmune-C2 como de valganciclovir, esto sera seguido por un receso farmacolégico
de aproximadamente 9 dias. El hGM-CSF puede estar en concentraciones suficientes en el momento de la adicion
de valganciclovir para influir en la presentaciéon de cualquier antigeno asociado al tumor (TAA) que puede aparecer
durante la apoptosis de las células tumorales.

Se tomaran muestras de plasma después de la primera y tercera dosis en el ciclo uno y después de la primera dosis
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en el ciclo dos para farmacocinética.

Como la distribucion es principalmente al higado, las toxicidades se controlaran cuidadosamente alli y debido a las
implicaciones, la médula 6sea.

Este protocolo clinico exige la administracién de Reximmune-C2 mediante infusion intravenosa a pacientes con
tumores malignos avanzados, ya sea hepatocelulares primarios o tumores metastaticos al higado. Habra dos partes:
fase IA (aumento de la dosis 3 dosis/semana cada tres semanas) y fase IB (preseleccion después de una dosis de
Reximmune-C2 y una exploracion ['®F]JFHBG. Si la exploracion PET es positiva, el paciente continuara con el
estudio. Si la exploracion PET es negativa, el paciente recibira 5 dias de valganciclovir y no continuara en el ensayo.
Para la fase IA, el aumento de la dosis seguira un disefio de titulacion acelerada, incorporando tres pacientes por
nivel de dosis hasta que se observe un caso de DLT o dos casos de toxicidades de NCI-CTC de grado 2 atribuidas
al farmaco del estudio (excepto nauseas/vomitos, fatiga, anorexia, alopecia o anemia). Posteriormente, la
dosificacion en el protocolo clinico seguira un programa modificado de Fibonacci hasta que se alcancen las
toxicidades limitantes de la dosis. Posteriormente, la dosificacién en el protocolo clinico seguira un programa
modificado de Fibonacci hasta que se alcancen las toxicidades limitantes de la dosis.

Diseno de prueba

Este es un ensayo de fase 1, sin enmascaramiento, de cuatro centros que aumenta la dosis. La dosis aumentara
hasta que se observe la DLT y se defina la MTD.

Reximmune-C2 se administrara como una infusion IV durante 15 a 60 minutos. Se anticipa que 33-70 pacientes
seran tratados durante el curso del estudio.

Para la fase IA, la dosis de Reximmune-C2 se aumentara desde 6,0 x 10"" TVP. En la fase de aumento acelerado de
la dosis, se incluiran cohortes de tres pacientes en cada nivel de dosis. El aumento de la dosis sera del 100 % hasta
que se observe una DLT o dos CTC de grado 2 o mayor toxicidad. Cuando finaliza el aumento acelerado de la dosis,
el aumento de la dosis para un paciente nuevo en el aumento de la dosis convencional seguira un esquema de
Fibonacci modificado (es decir, incrementos de dosis del 67 %, 50 %, 40 %, 33 % y 25 %). Se inscribira un minimo
de tres pacientes por nivel de dosis. Para la fase IB, la dosis de Reximmune-C2 sera la RP2D. DLT sera evaluada.
Si se observa una DLT en = 2 de cada seis pacientes a un nivel de dosis, no habra un aumento de dosis adicional;
Este nivel de dosis definira la dosis maxima administrada (MAD).

La dosis justo por debajo de la MAD sera considerada la MTD. Una vez que se define la MTD, este nivel de dosis se
puede ampliar a un maximo de doce pacientes para caracterizar aun mas los parametros farmacocinéticos y
farmacodinamicos y la idoneidad como una dosis recomendada para los estudios clinicos de fase 2.

Tratamiento de pacientes

Solo el personal cualificado que esté familiarizado con los procedimientos que minimizan la exposicién indebida a si
mismos y al medio ambiente debe llevar a cabo la preparacion, el manejo y la eliminacién segura de los agentes
bioterapéuticos en un entorno adecuado.

Reximmune C2 es una particula retrovector incompetente de replicacion murina de Moloney que contiene los genes
que codifican un HSV-TK-m2 y hGM-CSF. El medicamento contiene DMEM (bajo contenido de glucosa), particulas
retrovectoras RD, L-glutamina, piruvato de sodio, albumina de suero humano, acido n-butirico, Pulmozyme®,
magnesio y otros excipientes.

El medicamento esta disponible en un tamafo de vial: viales de vidrio transparente tipo 1 de 30 ml con un acabado
de 20 mm (que contiene 25 ml de 21,0 x 10"° TVP). Los viales se cierran con tapones de suero recubiertos de teflon
de 20 mm y tapas abatibles lacadas sobrepuestas de 20 mm.

Reximmune-C2 se administrara por via intravenosa mediante una bomba de infusion durante 15 minutos hasta un
volumen de 100 ml, de > 100 ml a 200 ml durante 30 minutos, de> 200 ml a 300 ml durante 45 minutos y de > 300
ml a 400 ml durante 60 minutos. Los volumenes de mas de 400 ml se administraran a una velocidad determinada
por el investigador y el monitor médico de Gleneagles. Una vez que se haya identificado la MTD para el programa, la
hora de administracion se puede cambiar, si esta indicado (y segun lo acordado entre el investigador y el monitor
médico de Gleneagles).
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El valganciclovir se administra por via oral y se debe tomar con alimentos. La creatinina en suero o los niveles de
aclaramiento de creatinina deben controlarse cuidadosamente. Se requiere un ajuste de la dosificaciéon basado en el
aclaramiento de creatinina como se muestra en la tabla a continuacion. La dosis de valganciclovir puede comenzar
el dia 7 a 9 del ciclo, pero debe administrarse durante 5 dias consecutivos.
El aclaramiento de creatinina se puede calcular a partir de la creatinina en suero mediante la siguiente férmula:

Para hombres = {(140 - edad[aios]) *x (peso corporal [kg])}/{(72 x (0,011 x creatinina en suero [micromol/I])}

Para mujeres = 0,85 x valor masculino

Tabla I. Dosificacién de valganciclovir para pacientes con insuficiencia renal

Cr CL | Dosis dia 1 Dosis dias 2-5

(ml/min)

260 ml/min | 900 mg (dos comprimidos de 450 mg) | 900 mg (dos comprimidos de 450
dos veces al dia mg) una vez al dia

40-59 450mg dos veces al dia 450mg una vez al dia

ml/min

25-39 450mg 450 mg dia 3y dia 5

ml/min

10-24 450mg 450 mg dia 4

ml/min

<10 ml/min | No recomendado No recomendado

El objetivo del estudio de la fase 1 es establecer la MTD, la DLT, la seguridad y un RP2D del agente en
investigacion. Por lo tanto, los efectos toxicos son el criterio de valoracion del estudio y se evaluaran de forma
continua. Se obtendra informacién de respuesta si los pacientes tienen una enfermedad que se puede medir y volver
a evaluar facilmente. Estas evaluaciones se haran con cada ciclo. Ademas, se debe anotar una respuesta entre dos
examenes con al menos 6 semanas de diferencia con el fin de que se documente como una respuesta confirmada al
tratamiento.

» Evaluable para la toxicidad: todos los pacientes seran evaluables para su toxicidad si reciben algun farmaco del
estudio.

» Evaluable para la respuesta: todos los pacientes que hayan recibido al menos un solo ciclo de tratamiento y hayan
tenido una reevaluacion del tumor seran considerados evaluables para la respuesta. Ademas, aquellos pacientes
que desarrollen una enfermedad progresiva temprana también seran considerados evaluables para la respuesta. A
los pacientes en terapia durante al menos dos ciclos de tratamiento se les evaluara su respuesta.

La determinacion de la eficacia antitumoral se basara en las evaluaciones objetivas de tumores realizadas de
acuerdo con el sistema de criterios de respuesta inmune (irRC). y las decisiones de tratamiento del investigador se
basaran en estas evaluaciones.

Dada la presencia del transgén GM-CSF en Reximmune-C2 y la posibilidad de que una respuesta inmune contribuya
al efecto del tumor, los criterios de respuesta inmune se utilizaran para la respuesta clinica. Las razones para usar
los criterios de respuesta inmune frente a RECIST 1.1 son las siguientes: (1) la aparicion de una actividad
antitumoral medible puede llevar mas tiempo para las terapias inmunitarias que para las terapias citotoxicas; (2) las
respuestas a la terapia inmunitaria se producen después de la PD convencional; (3) la interrupcion de la terapia
inmunitaria puede no ser adecuada en algunos casos, a menos que se confirme la PD (como suele hacerse para la
respuesta); (4) se recomienda una PD "clinicamente insuficiente" (por ejemplo, nuevas lesiones pequefas en
presencia de otras lesiones sensibles); y (5) la SD duradera puede representar actividad antitumoral.

Las comparaciones entre RECIST 1.1 y los criterios de respuesta relacionados con la inmunidad se enumeran a
continuacion:
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Tabla Il. Comparacién de WHO RECIST y los criterios de respuesta relacionados con la inmunidad

WHO irRC
Nuevas Representar siempre PD Incorporado en la carga tumoral
lesiones
medibles (es
decir, 5x5

mm)

Nuevas Representar siempre PD No definir la progresion (pero
lesiones no excluir irCR)
medibles (es
decir, <5x5

mm)

Lesiones no Los cambios contribuyen a la definicion | Contribuir a la definicion de irCR
indexadas BOR de CR, PR, SDyPD (se requiere desaparicion
completa)

CR Desaparicion de todas las lesiones en | Desaparicion de todas las
dos observaciones consecutivas de no | lesiones en dos observaciones
menos de 4 semanas de diferencia. consecutivas de no menos de 4

semanas de diferencia.

PR > 50 % de disminucion en la SPD de | 2 50 % de disminuciéon en la
todas las lesiones del indice en | carga tumoral en comparacion
comparacion con el valor inicial en dos | con el valor inicial en dos
observaciones de al menos 4 semanas | observaciones de al menos 4
de diferencia, en ausencia de nuevas | semanas de diferencia
lesiones o progresion inequivoca de
lesiones sin indice.

SD No se puede establecer una | No se puede establecer una
disminucion del 50 % en la SPD en | disminucion del 50 % en la carga
comparacion con el valor inicial ni un | tumoral en comparaciéon con el
aumento del 25 % en comparacién con | valor inicial ni un aumento del 25
el nadir, en ausencia de nuevas | % en comparacion con el nadir
lesiones o la progresion inequivoca de
lesiones no indexadas.

PD Al menos un aumento del 25 % en la | Al menos un aumento del 25 %
SPD en comparacion con el nadiry/ola | en la carga tumoral en
progresion inequivoca de lesiones no | comparacién con el nadir (en
indexadas y/o la aparicion de nuevas | cualquier momento) en dos
lesiones (en cualquier momento). observaciones consecutivas de

al menos 4 semanas de
diferencia

Tiempo y tipo de evaluaciones

Todas las evaluaciones de tumores basadas en la formacion de imagenes basales deben realizarse dentro de los 14
dias anteriores al inicio del tratamiento. Para los fines de este estudio, todas las evaluaciones de tumores de los
pacientes deben volver a evaluarse comenzando 9 semanas después del inicio del tratamiento y cada 6 semanas
después (por ejemplo, semana 9, semana 15, semana 21, etc.) para la fase IA y la fase IB. Todos los pacientes con
tumores respondedores (irCR o irPR) deben tener la respuesta confirmada no menos de 6 semanas después de la
primera documentacion de la respuesta. Todos los pacientes con progresion tumoral deben tener confirmada la
progresion no menos de 6 semanas después de la primera documentacion de la progresion.

Se debe usar el mismo procedimiento de evaluacién y la misma técnica para caracterizar cada lesion identificada e
informada al inicio y durante el seguimiento. La evaluacion basada en la formacién de imagenes se prefiere a la
evaluacién por examen clinico cuando ambos procedimientos se han usado para evaluar el efecto antitumoral del
tratamiento. Todas las medidas deben ser registradas en notaciéon métrica.

CT y CT/PET son los procedimientos para la evaluacion de tumores. La CT convencional debe realizarse con cortes

de 10 mm o menos de espesor de corte de forma contigua. La CT espiral debe realizarse usando un algoritmo de
reconstruccion contiguo de 5 mm. Esto se aplica al pecho, el abdomen y la pelvis.
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La CT de térax se usara para la evaluacién de las lesiones pulmonares.

Las lesiones clinicas solo se consideraran mensurables cuando son superficiales (por ejemplo, nédulos cutaneos,
ganglios linfaticos palpables). En el caso de las lesiones cutaneas, se recomienda la documentacion mediante
fotografia en color que incluya una regla para estimar el tamafio de la lesion.

Se obtendran exploraciones ['®FJFHBG PET-CT después de que el paciente reciba las tres primeras dosis de
Reximmune-C2 (ciclo 1) en la fase IA y después de la dosis de deteccion de Reximmune-C2 en la fase IB. En la fase
IA, se pueden obtener exploraciones ['®F]FHBG PET-CT adicionales en ciclos posteriores a discrecion del
investigador y con la aprobacién del monitor médico.

El ultrasonido no debe usarse para medir lesiones tumorales que no son facilmente accesibles para la evaluaciéon de
la respuesta objetiva, por ejemplo, lesiones viscerales. Es una posible alternativa a las mediciones clinicas de
ganglios palpables superficiales, lesiones SC y nodulos tiroideos. El ultrasonido también podria ser util para
confirmar la desaparicion completa de las lesiones superficiales que generalmente se evalian mediante un examen
clinico.

La endoscopia, la laparoscopia y la exploracién con radionuclidos no deben usarse para la evaluacién de la
respuesta.

Todos los archivos e imagenes radiolégicas de los pacientes deben estar disponibles para la verificacion de la fuente
y pueden enviarse para su revision externa para la evaluacion final de la actividad antitumoral.

Cuantificabilidad de las lesiones tumorales

Al inicio, el investigador clasificara las lesiones tumorales como medibles o no medibles segun los criterios que se
describen a continuacion:

» Medible: lesiones que se pueden medir con precisién en al menos una dimension (diametro mas largo a registrar)
como = 20 mm con técnicas convencionales o como = 10 mm con exploracién CT en espiral. Las lesiones clinicas
solo se consideraran mensurables cuando son superficiales (por ejemplo, nddulos cutaneos, ganglios linfaticos
palpables).

* No medible: todas las demas lesiones, incluidas las lesiones pequefias (diametro mas largo <20 mm con técnicas
convencionales o <10 mm con exploracion CT en espiral) y lesiones 6seas, enfermedad leptomeningea, ascitis,
derrames pleurales o pericardicos, linfangitis de la piel o el pulmén, masas abdominales que no estan confirmadas y
seguidas por técnicas de formacion de imagen, lesiones quisticas, lesiones previamente irradiadas y enfermedad
documentada solo por evidencia indirecta (por ejemplo, mediante pruebas de laboratorio como la fosfatasa alcalina).

NOTA: Citologia e histologia: si la enfermedad medible se restringe a una lesion solitaria, su naturaleza neoplasica
debe confirmarse mediante citologia/histologia.

La respuesta al tratamiento también puede evaluarse mediante una revision a ciegas radiolégica central e
independiente.

Registro de las mediciones del tumor

Todas las lesiones medibles hasta un maximo de 10 lesiones, representativas de todos los 6rganos involucrados,
deben identificarse como lesiones objetivo y deben medirse y registrarse al inicio y en los intervalos estipulados
durante el tratamiento. Las lesiones objetivo deben seleccionarse en funcién de su tamario (lesién con los diametros
mas largos) y su idoneidad para mediciones repetitivas precisas (ya sea mediante técnicas de formacion de
imagenes o clinicamente).

El diametro mas largo se registrard para cada lesion objetivo. La suma del diametro mas largo para todas las
lesiones objetivo se calculara y se registrara como el valor inicial. La suma de los diametros mas largos debe usarse
como referencia para caracterizar aun mas la respuesta tumoral objetiva de la dimensién medible de la enfermedad
durante el tratamiento. Todas las medidas deben registrarse en notacién métrica en centimetros.

Todas las demas lesiones (o sitios de la enfermedad) deben identificarse como lesiones no objetivo y también deben
registrarse al inicio. No se requieren mediciones y estas lesiones deben seguirse como "presentes" o "ausentes".
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Definiciones de respuesta tumoral

Se seguiran los criterios de los criterios de respuesta relacionados con la inmunidad para evaluar la respuesta del
tumor.

Determinacion de la respuesta global segun los criterios de respuesta relacionados con la inmunidad
Lesiones objetivo para tumores sélidos

» Respuesta completa (irCR) se define como la desaparicion de todas las lesiones (ya sean medibles o no, y no hay
nuevas lesiones); confirmacion por repeticion, evaluacion consecutiva no menos de 6 semanas a partir de la fecha
en que se documento por primera vez.

Respuesta parcial (irPR) se define como una disminucion de > 50 % en la carga tumoral en relacion con el valor
inicial confirmada por una evaluacién consecutiva al menos 6 semanas después de la primera documentacion
Enfermedad progresiva (irPD) se define como un aumento de > 25 % en la carga tumoral en relacion con el nadir
(carga tumoral minima registrada) confirmada por una repeticion, evaluaciéon consecutiva no menos de 6 semanas a
partir de la fecha en que se registraron las primeras lesiones documentadas desde el inicio del tratamiento, o la
aparicion de una o mas lesiones nuevas.

Enfermedad estable (irSD) se define como que no cumple con los criterios para irCR o irPR, en ausencia de irPD.

Lesiones no objetivo para tumores sélidos

La confirmacion citolégica del origen neoplasico de cualquier derrame que aparece o empeora durante el tratamiento
cuando el tumor medible cumple con los criterios de respuesta o irSD es obligatoria para diferenciar entre respuesta
0irSD e irPD.

Confirmacion de la respuesta del tumor

Para que se le asigne un estado de irPR o irCR, los cambios en las mediciones de tumores en pacientes con
tumores de respuesta deben confirmarse mediante estudios de repeticion que deben realizarse = 6 semanas
después de que se cumplen los criterios de respuesta. En el caso de la IRSD, las mediciones de seguimiento deben
haber cumplido con los criterios de irSD al menos una vez después de ingresar al estudio en un intervalo minimo de
6 semanas. Cuando estan presentes lesiones objetivo y no objetivo, las evaluaciones individuales se registraran por
separado. La evaluacién global de la respuesta implicara todos los parametros como se muestra en la Tabla Ill.

La mejor respuesta global es la mejor respuesta registrada desde el inicio del tratamiento hasta la
progresion/recurrencia de la enfermedad (tomando como referencia para la progresiéon del tumor las mediciones mas
pequenas registradas desde que comenzd el tratamiento). La mejor asignacion de respuesta del paciente dependera
del logro de los criterios de medicion y confirmacion.

Los pacientes se definiran como no evaluables (NE) para la respuesta si no hay una evaluacion oncoldgica posterior
a la aleatorizacion. Estos pacientes se consideraran como fallas en el analisis de los datos de respuesta tumoral.

Evaluacion de la eficacia clinica: estado de rendimiento.

Los pacientes se clasificaran de acuerdo con la escala de estado de rendimiento de Karnofsky como se describe en
la Tabla IV.

Tabla IV. Criterios de estado de rendimiento de Karnofsky
Grado Criterio
100 Normal, sin quejas, no hay muestra de enfermedad
90 Capaz de llevar a cabo una actividad normal, signos o sintomas leves de
enfermedad
80 Actividad normal con esfuerzo, algunos signos o sintomas de enfermedad
70 Autoasistencia. Incapaz de realizar actividades normales o hacer trabajo activo

60 Requiere asistencia ocasional, pero puede atender la mayoria de sus necesidades
50 Requiere asistencia considerable y atencién médica frecuente

40 Discapacitado, requiere atencién y asistencia especial

30 Muy discapacitado, la hospitalizacién esta indicada aunque la muerte no es
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inminente.
20 Hospitalizaciéon necesaria, muy enferma, tratamiento de apoyo activo necesario
10 Los procesos moribundos, fatales progresan rapidamente
0 Muerte

Respuesta del marcador tumoral
Procedimiento de evaluaciéon

Si bien no es una medida de eficacia completamente validada en muchos tumores malignos, las determinaciones en
serie de marcadores tumorales pueden permitir la evaluacién de una herramienta clinica de bajo costo, facil manejo
y cuantitativa como un posible medio adicional para seguir el curso de la enfermedad durante el tratamiento.

Una disminucion o aumento del marcador tumoral no se evaluara como una medida objetiva del resultado. En
particular, un valor de marcador tumoral en aumento no se considerara en la definicion de progresion tumoral, pero
deberia provocar una evaluacién radiografica repetida para documentar si se ha producido o no una progresiéon
tumoral radiografica.

Definiciones de criterios de valoracion calculados

La supervivencia se define como el tiempo desde la fecha del primer tratamiento farmacoldgico del estudio hasta la
fecha de la muerte. En ausencia de confirmacién de muerte, el tiempo de supervivencia se censurara en la ultima
fecha de seguimiento.

La tasa de respuesta tumoral se define como la proporcion de pacientes con evidencia de irCR o irPR objetiva.

TTP se define como el tiempo desde el tratamiento hasta la primera documentacion confirmada de la progresion del
tumor o la muerte por cualquier causa. Para los pacientes que no tienen evidencia objetiva de progresion tumoral y
que se retiraron del tratamiento del estudio o recibieron un tratamiento antitumoral distinto del tratamiento del
estudio, se censurara la TTP. Un aumento del marcador tumoral que cumpla con los criterios para la progresion del
marcador tumoral no constituye evidencia objetiva adecuada de la progresion tumoral. Sin embargo, dicho aumento
del marcador tumoral deberia inducir a una evaluacién radiografica repetida para documentar si se ha producido una
progresion objetiva del tumor.

TTF se define como el tiempo desde el tratamiento hasta la primera documentacion confirmada de la progresion del
tumor, o desde la fecha fuera del tratamiento o hasta la muerte por cualquier causa, lo que ocurra primero. Los
pacientes que todavia estan en tratamiento en el momento del analisis y los pacientes que son retirados de la
terapia por sus médicos durante una respuesta objetiva y que, en la fecha del tratamiento no tienen evidencia de
progresion objetiva del tumor, no se considerara que hayan experimentado fracaso del tratamiento, a menos que la
retirada se deba a la aparicion de un evento médico. Para estos pacientes, el TTF sera censurado en la fecha fuera
del estudio. También se realizara una censura por TTF en aquellos pacientes que reciben tratamiento antitumoral,
que no sea el tratamiento del estudio, antes de la primera progresion objetiva del tumor, la fecha fuera del estudio o
la muerte. Un aumento del marcador tumoral que cumpla con los criterios para la progresion del marcador tumoral
no constituye evidencia objetiva adecuada de fracaso del tratamiento. Sin embargo, dicho aumento del marcador
tumoral deberia inducir a una evaluacién radiografica repetida para documentar si se ha producido o no una
progresion objetiva del tumor (y, por lo tanto, un fracaso del tratamiento).

El tiempo hasta el primer empeoramiento del estado de rendimiento definitivo es el tiempo desde el tratamiento
hasta la ultima vez que el estado de rendimiento no fue peor que en el valor inicial o hasta la muerte, debido a
cualquier causa, en ausencia de documentacion previa de empeoramiento del estado de rendimiento definitivo. Para
los pacientes que no tienen un empeoramiento del estado de rendimiento definitivo y que se retiraron del estudio o
se les administré un tratamiento antitumoral que no sea el tratamiento de estudio, se censurara el empeoramiento
del estado de rendimiento definitivo.

El tiempo hasta la primera pérdida de peso definitiva se define como el tiempo desde el tratamiento hasta la Gltima
vez que la disminucidn del porcentaje de peso desde el inicio fue <5 % o hasta la muerte debido a cualquier causa
en ausencia de documentacion previa de pérdida de peso definitiva. Para los pacientes que no tienen una pérdida
de peso definitiva y que se retiraron del estudio o se les administré6 un tratamiento antitumoral que no sea el
tratamiento de estudio, se censurara la pérdida de peso definitiva.
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Las evaluaciones adicionales de los datos pueden incluir la mejor respuesta objetiva, la tasa de respuesta objetiva
confirmada y no confirmada, la duracion del tratamiento del estudio, el tiempo hasta la primera aparicion de nuevas
lesiones, el tiempo hasta la respuesta del tumor, la enfermedad estable a las 24 semanas y la tasa de supervivencia
sin progresion a las 24 semanas. Los datos pueden ser evaluados por los criterios de RECIST 1.1, si es necesario.

Evaluacion de la administracion del tratamiento

Tanto para la fase |IA como para IB: la intensidad de la dosis se define como la dosis total/ciclo multiplicado por el
numero de semanas entre el inicio del tratamiento y el ultimo tratamiento mas 13 dias.

El porcentaje de intensidad relativa de la dosis se define como la proporcién de la intensidad de la dosis real dividida
por la intensidad de la dosis planificada para ese mismo periodo de tiempo.

ABREVIATURAS

ALT Alanina aminotransferasa

ANC Recuento absoluto de neutrdfilos

AST Aspartato aminotransferasa

AUC Area bajo la curva de concentracion-tiempo de plasma
BSA Superficie corporal (mg/m?)

CL Aclaramiento plasmatico sistémico

Cmax Concentracion plasmatica maxima

CR Respuesta completa

CRF Formulario de informe de caso

CT Tomografia computarizada

CTC Criterios comunes de toxicidad

DLT Toxicidades limitativas de la dosis

EOI Fin de la infusién

FDA Administracién de alimentos y medicamentos

G-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos (filgrastim, Neupogen®)
GCP Buena practica clinica

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (sargramostim, Leukine®)
VIH Virus de la inmunodeficiencia humana

HR Tasa de riesgo

IEC Comité de ética independiente

ip intraperitoneal

IRB Junta de Revisién Institucional

IV intravenoso, por via intravenosa

LD10 o dosis que es letal para el 10 % o 50 % de los animales
LDso

LDH Lactato deshidrogenasa

MAD Dosis maxima administrada

MRI Formacion de imagenes por resonancia magnética
MTD Dosis maxima tolerada

NCI Instituto nacional del cancer

NE No evaluable por respuesta tumoral

NOAEL Nivel de efecto adverso no observado

No-CR Respuesta no completa

No-PD Enfermedad no progresiva

PBMC Células mononucleares de sangre periférica

PCE Propilenglicol: Cremophor® EL: Etanol

PD Enfermedad progresiva

PR Respuesta parcial

SAER-S Informe-estudio de eventos adversos graves

SC Subcutanea, por via subcutanea

SD Enfermedad estable

STD+o Dosis que es gravemente toxica para el 10 % de los animales.
TTP Tiempo de progresion

TTF Tiempo de fracaso

T+ Semivida
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TmaxTiempo de concentracion plasmatica maxima.
Vss volumen de distribucién en estado estable

Aunque las realizaciones preferidas se han mostrado y descrito en este documento, sera obvio para los expertos en
la materia que dichas realizaciones se proporcionan solo a modo de ejemplo. A los expertos en la materia se les
ocurriran numerosas variaciones, cambios y sustituciones sin apartarse de las realizaciones descritas. Debe
entenderse que pueden emplearse diversas alternativas a las realizaciones descritas en este documento para
practicar las realizaciones. Se pretende que las siguientes reivindicaciones definan el alcance de las realizaciones y
que los procedimientos y estructuras dentro del alcance de estas reivindicaciones y sus equivalentes se incluyan de
ese modo.
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SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1: secuencia de nucleésidos HSV1-TK de tipo silvestre
atggcttecgtaccceccecggeccatcaacacgecgtectgecgttcgaccaggectgecgegttectegeggee

atagcaaccgacgtacggcgttgocgecctegecggragcaagaagecacggaagtecgececcgga
gcacgaaaatgcccacgctactgecgggtttatatagacggteccecccacgggatggggaaaaccace
accacgcaactgcectggtggecectgggttegegegacgatategtectacgtacecgagecgatga
cttactggcgggtgctgggggettecgagacaatecgecgaacatectacaccacacaacaccgect
cgaccagggtgagatatcggeccggggacgcggcggtggtaatgacaagecgecccagataacaatyg
ggcatgccttatgceccecgtgaccgacgecgttcectggetectecatatcgggggggaggctgggaget
cacatgccecccocgeccceocggecctecaccecectecatettcgaccgecatececatecgecgecctectgtyg
ctacccecggececgegeggtacecttatgggragecatgaceceeoccececaggeecgtgectggegttecgtggee
ctcatccececgecgaccecttgeceggcaccaacategtgettggggeccticecggaggacagacaca
tcgaccgectggccaaacgeccagegecccggecgageggectggacctggetatgetggetgegat
tcgeccgegtttacgggectacttgccaatacggtgeocggtatctgecagtgecggecgggtegtggegg
gaggactggggacagctttcggggacggcecgtgecgecccagggtgecgagecccagagecaacy
cgggcccacgaccceccatatcggggacacgttatttacectgtttecgggececececgagttgetgge
ccccaacggcgacctgtataacgtgtttgectgggecttggacgtecttggeccaaacgecteecgt
tccatgcacgtectttatcctggattacgaccaatcgecececgeecggectgeccgggacgecctgetge
aacttacctccgggatggtccagacccacgtcaccaccececcggeteccataccgacgatatgega
cctggeogegracgtttgecececgggagatgggggaggectaactga

SEQ ID NO: 2: secuencia de aminoacidos HSV1-TK de tipo silvestre
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MASYPGHQHASAFDOQAARSRGHSNRRTALRPRROOEATEVRPEQKMPTLLRVY IDGPHGMGKTT
TTOLLVALGSRDDIVY

VPEPMTYWRVLGASETTIANIYTTOQHRLDOGETSAGDAAVVMT SAQTITMGMPYAVTDAVLAPHIG
GEAGSSHAPPPALTLI
FDRHPIAALLCYPAARYLMGSMTPOAVILAFVALIPPTLPGTNIVLGALPEDRHIDRLAKRORPG
ERLDLAMLAAIRRVYG
LLANTVRYLQCGGSWREDWGQLSGTAVPPQGAEPOSNAGPRPHIGDTLFTLFRAPRELLAPNGDL
YNVEAWALDVLAKRLR

SMHVI'ILDYDQSPAGCRDALLOLTSGMVOQTHVITEPGSIPT ICDLARTEAREMGEAN

SEQ ID NO: 3: HSV-TK en Reximmune-C HSV-TK; mutante SR 39 y mutacion R25G-R26S de NLS

atggcctegtacceccecceggecatcaacacgegtectgegttegaccaggectgegegttectegeggee
atagcaacggatccacggegttgegecctecgecggcagcaagaageccacggaagtecgececgga
gcagaaaatgcccacgctactgcgggtttatatagacggteccccacgggatggggaaaaccace
accacgcaactgctggtggeccectgggttegegegacgatategtectacgtacececgagecgatga
cttactggcecgggtogctoggggogectticcgagacaatcgecgaacatctacaccacacaacacecgect
cgaccagggtgagatatcggceccggggacgcggecggtggtaatgacaagegeccagataacaatg
ggcatgecettatgecgtgaccgacgecgtttctggetectecatatcgggagaggagactgaggaget
cacatgccecccocgecceocggecctecaccatettectegaccgecatececategecttecatgetgtyg
ctacccggeoocgocgocggtacecttatgggrcagecatgacecececececaggecgtgectggecgttecgtggee
ctcatcccecgecgaccttgececggecaccaacategtgettggggeccttccggaggacagacaca
tcgaccgectggecrcaaacgeccagocgeccccggecgagecggctggacctggectatgectggectgegat
5 bLegecgegtttacgggectacttgecaatacggtgeggtatectgeagtgeggegggtegtggegyg

gaggactggggacagcectttecggggacggecgtgececgeeccagggtgecgageecccagageaacy
cgggcecccacgaccceccecatatecggggacacgttatttacectgtttecgggecececcgagttgetgge

ccccaacggegacctgtataacgtgtttgectgggecttggacgtettggeccaaacgectecgt
Lccatgecacgtectttatectggattacgaccaatcgececgecggectgecgggacgecctgetge
aacttacctccgggatggtccagacccacgtcaccaccececcggecteccataccgacgatatgecga
cctggegegeacgtttgececgggagatgggggaggctaactga

SEQ ID NO: 4 (secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO: 3)

10 MASYPGHOHASAFDOQAARSRGHSNGSTALRPRROOQEATEVRPEQEMPTLLRVY IDGPHGMGKTT
TTOLLVALGSRDDIVYVPEPMTYWRVLGASETIANIYTTQHRLDOGEISAGDAAVVMTSAQITM
GMPYAVTDAVLAPHIGGEAGSSHAPPPALTIFLDRHPIAFMLCY PAARYLMGSMT POQAVLAFVA
LIPPTLPGTINIVLGALPEDRHIDRLAKROQRPGERLDLAMLAATRRVYGLLANTVRYLOCGGIWR
EDWGQLSGTAVPPQGAEPQSNAGPRPHIGDTLETLFRAPELLAPNGDLYNVEAWALDVLAKRLR
SMHVI'ILDYDQSPAGCRDALLOLTSGMVOTHVITPGSIPTICDLARTEPAREMGEAN

SEQ ID NO: 5: los sitios HSV-TK a mutar estan en negrita, subrayando (secuencia de localizaciéon nuclear
HSV-TK, RR, y dominio de unién al sustrato, LIF y AAL
15
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atggcctcecgtaccecocggecatcaacacgegtctgegttcgaccaggeotgocgogttoctege
M A S Y P G H O H A 5 A F D QQ A A R 5§ R
ggccatagcaacegacgtacggecgtigecgecctegeeggecagcaagaagecacggaagtc
120

G H s N R R T A L R P R R Q Q E A T E V
cgcccggagcagaaaatgceccacgctactgecgggtttatatagacggtceccecceccacgggatyg
180

R p E ¢ K M P T™ L L R V Y I D G P H G M
gggaaaaccaccaccacgcaactgectggtggeccctgggttcgecgecgacgatatecgtetac
240

¢ ¥k T r T T ¢ L L VvV A L G 5 R D D I V ¥
gtacccgagccgatgacttactggogggtgctgggggettoccgagacaatcgcgaacatc
300

v P E P M T ¥ W R V L G A 5 E T I A N I
tacaccacacaacaccgectecgaccagggtgagatatecggecggggacgecggecggtagta
360

Yy T T ¢ H R L D ¢ G E I S5 A G D A A V V
atgacaagcgceccagataacaatgggcecatgecttatgececgtgaccgacgecgttetgget
420

M T S A ¢ I T M GG M P Y A V T D A V L A

cctcatatcgggggggaggctgggagctcacatgecoccegeocececeggecctecacceteate

480

P 0 I 6 GG E A G 5 5 H A P P P A L T L I

ttegaccgecateccategeegeeetectgtgectacceggecgegeggtaccttatggge
540

F DR H©P? I AALTLTCY PAUR MZT RY L MG

agcatgaccccccaggcegtgctggegttegtggeccctecateccgecgacettgeccygga
600
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s 44~ 7T P Q A VvV L A F V A L I P P T L P G
accaacatcgtgcttggggeccctteccggaggacagacacatcgaccgectggecaaacge
660

T N I v L 6 A L P E D R H I D R L A K R
cagcgccccggcgageggetggacetggetatgetggectgegattaegecgegtttacggy
720

¢ R P G E R L D L A M L A A I R R V Y G
ctacttgccaatacggtgcecggtatctgcagtgeggegggtegtggegggaggactgggga
780

L L. &2 N T V R Y L ¢© C G G S W R E D W G
cagctittcggggacggecgtigecgecccagggtgeccgagecccagagcaacgecgggecca
840

Q L s GG T A VvV P P O G A EBE P Q 5 N A G P
cgaccccatatcggggacacgttatttaccctgtttecgggeccececgagttgetggececce
900

R p H I 6 D T L F 7 L F R A P E L L A P
aacggcgacctgtataacgtgtttgectgggecttggacgtcttggeccaaacgecteecgt
960

N G D L ¥ N V F A W A L D V¥V L A K R L R
tccatgcacgtetttatectggattacgaccaatcgeccygcecggctgecgggacgecctyg
1020

s M H V P I L D Y D ¢ S P A G C R D A L
ctgcaacttaccteccgggatggtccagacccacgtcaccaceccececyggetecatacecgacy
1080

L ¢ L T s 6 M vV ¢ T H vV T T P G s I P T
atatgcgacctggocgcgcacgtttgoccocgggagatgggggaggctaactga

I ¢ p L A R T F A R E M G B A N *

SEQ ID NOS: 6 y 7: region mutante Sac I-Kpn | (SR39)

GAGCTCACATGCCCCGCCCCCGGCCCTCACCATCTTCCTCGACCGCCATCCCATCGCC
CICGAGTGTACGGGGCGGGGGCCGGGAGTGGTAGAAGGAGUTGGCGGTAGGGTAGCGG-
5 Sac I

IIQéﬂEETGTGETACCCGGCEGCGEGGTACE(SEOIDNO:&

AAGTACGACACGATGGGCCGGCGCGCCATGG (SEQ ID NO:T)

Kpnl
Konl |GGTACC | G G T A CT/1C GTAC-3
cl/c A T G G
G A G C T 7 | C AGCT-3
| lGAGCT
Sacl BAGCTC  —e——1— C G A G
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SEQ ID NOS: 8 y 9: regiéon mutante Sac I-Kpn | (SR39) (corte)
CACATGCCCCGCCCCCGGCCCTCACCI_\TCETCETCGACCGCCATCCCATCGCCEC&TE

TCCGAGTGTACGGGGCGGGGGCCGGCACTGCTAGAAGGAGCTGGCGGCTAGGGTAGCGGARA
Sac I (cut)

CTGTGCTACCCGGCCGCGCGGTAC (SEQID NO: 8)
GTACGACACGATGGGCCGGC (SEQID NO: 9)

Kpn 1{cut)
G G T A c|/]|C

Kpn | TA GTAC -3’

pn GGTACC cT7T¢c A T S a1 C-3
SEQ ID NOS: 10 y 11: Cebadores
SR39sackpn F1
S CACA TG OGO CGECCCTCACCATCTTCCTCGACCGUCATCCCATCGCCTTCATGC TG
TECTACCCGEECCGIGCEETAZ 37 (SEQ ID NC: 10}

SR39sackpn R1

5’ CGCGCGGCCGGGTAGCACAGCATGAAGGCGATGGCATGGCGGTCGAGGAACATCCTGAGGGC
CGGGGGCGGGGCATGTGAGCT 37 (SEQ ID NO: 11)

SEQ ID NO: 12 Gen #3 mHSV-TK CO A168H(LIF...AHL): longitud: 1185

GTCAGCGGCCGCACCGGTACGCGTCCACCATGCCCAGCTACCCCGGCCACCAGCACGCCAGCGC
CTTCGACCAGGCCGCCCGCAGCCGCGGECCACAGCRAACGGCAGCACCGCACTGCGGCCACGGCGC
CAGCAGGAGGCCACCGAGGTGCGCCCCGAGCAGAAGATGCCCACCCTGCTGCGCGTGTACATCG
ACGGACCACACGGCATGGCGCAAGACCACCACCACCCAGCTCCTCGTGGCCCTGGGCAGCCGCGA
CGACATCGTGTACGTGCCCGAGCCCATGACCTACTGGCGCETGCTGEGCGCCAGCGAGACCATC
GCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCCTGGACCAAGGCGAGATCAGCGCCGGCGACGCCGCCG
TCCTGATGACCAGCGCCCAGATTACAATGGGCATGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGEC
ACCACACATCGGCGGCGAGGCCGGCAGCAGCCACGCACCACCACCAGCACTGACCCTGATCTTC
GACCGGCACCCAATCGCACACCTGCTGTGCTACCCGGCAGCACGCTACCTCGATGGGCTCCATGA
CACCACAAGCCGTGCTGGCCTTCGTGGCCCTGATCCCACCAACACTGCCCGGCACCAACATCGT
GCTGGGCGCCCTGCCCGAGGACCGCCACATCGACCGCCTGGCCAAGCGCCAGCGCCCCEGCGAG
CGCCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCATCCGCCGCCGTCTACGGCCTGCTGGCCAACACCGTGC
GCTACCTGCAGTGCGGCGGCAGCTGGCGCGAGCGACTGGGGCCAGCTGAGCGGCACCGCCGTGCL
ACCACAGGGCGCCGAGCCACAGAGCAACGCCGGACCACGACCACACATCGGCGACACCCTGTTC
ACCCTGTTCCGGGCACCAGAGCTGCTGGCACCAARCGGCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGG
CCCTGGACGTGCTGGCCAAGCGCCTGCGCTCCATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGTC
ACCGGCCGGCTGCCGCGACGCCCTGCTGCAGCTGACCAGCGGCATGETGCAGACCCACGTGACA
ACACCCGGCAGCATCCCAACAATCTGCGACCTGGCCCGCACCTTCGCCCGCGAGATGEGCGAGG
CCAACTAATAGGGATCCCTCGAGAAGCTTGTCA
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SEQ ID NO: 13 Gen #4 mHSV-TK CO A167F(LIF...FAL): longitud: 1185

GTCAGCGGCCGCACCGGTACGCGTCCACCATGGCCAGCTACCCCGGCCACCAGCACGCCAGCGC

CTTCGACCAGGUCGCCCGCAGCOGCGGOCACAGCAACGHUAGCACCGCACTGCGGCCACGGC G
CAGCAGGAGGCCACCGAGGTGCGCCCCGAGCAGAAGATGCCCACCCTGCTGCGCETGTACATCG

ACGGACCACACGGCATGGGCAAGACCACCACCACCCAGCTGCTGGTGGCCCTGGGCAGCCGLCGA
CGACATCCTCTACGTGCCCGAGCCCATGACCTACTCGCGCGTGCTGGGCGCCAGCGAGACCATC
GCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCCTGGACCAAGGCGAGATCAGCGCCGGCGACGCCGCCG
TGGTGATGACCAGCGCCCAGATTACAATGCGCATGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGC
ACCACACATCGGCGGCGAGGCCGGCAGCAGCCACCCACCACCACCAGCACTGACCCTGATCTTC
GACCGGCACCCAATCTTCGCACTGCTGTGCTACCCGGCAGCACGCTACCTGATGGGCTCCATGA
CACCACAAGCCGTGCTGGCCTTCGTGGCCCTGATCCCACCAACACTGCCCGGCACCAACATCGT
GCTGGGCGCCCTGCCCGAGGACCGCCACATCGACCGCCTGGCCAAGCGCCAGCGCCCCGGCGAG
CGCCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCATCCGCCGCETGTACGGCCTGCTGGCCAACACCGTGC
GCTACCTGCAGTGCGGCGGCAGCTGGCGCGAGCGACTGGGGCCAGCTGAGCGGCACCGCCGTGCC
ACCACAGGGCGCCGAGCCACAGAGCARCGCCGGACCACGACCACACATCGGCGACACCCTGTTC
ACCCTGTTCCGGGCACCAGAGCTGCTGGCACCAARACGGCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGG
CCCTGGACGTGCTGGCCAAGCGCCTGCGCTCCATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGTC
ACCGGCCGGECTGCCGECGACGCCCTGCTGCAGCTGACCAGCGGCATGGTGCAGACCCACGTGACA
ACACCCGGCAGCATCCCAACAATCTGCGACCTGGCCCGCACCTTCGCCCGCGAGATGEGCGAGG
CCAACTAATAGGGATCCCTCGAGAAGCTTGTCA

SEQ ID NO: 14 Gen #5 mHSV-TK CO mutante dual A167F-A168H(LIF...FHL): longitud:1185

GTCAGCGGCCGCACCGETACGCGTCCACCATGGCCAGCTACCCCGGCCACCAGCACGCCAGCGC
CTTCGACCAGGCCGCCCGCAGCCGCGGECCACAGCAACGGCAGCACCGCACTGCGGCCACGGCGC
CAGCAGGAGGCCACCGAGGTGCGCCCCGAGCAGAAGATGCCCACCCTGCTGCGCGTGTACATCG
ACGGACCACACGGCATGGGCAAGACCACCACCACCCAGCTGCTGGETGGCCCTGGGCAGCCGCGA
CGACATCGTGTACGTGCCCGAGCCCATGACCTACTGGCGCGETGCTGGEGCGCCAGCGAGACCATC
GCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCCTGGACCAAGGCGAGATCAGCGCCGGCCGACGCCGCCG
TGCTGATGACCAGCGCCCAGATTACAATGGGCATGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGC
ACCACACATCGGCGGCGAGGCCGGCAGCAGCCACGCACCACCACCAGCACTGACCCTGATCTTC
GACCGGCACCCAATCTTCCACCTGCTGTGCTACCCGCCAGCACGCTACCTCGATGCGGCTCCATGA
CACCACAAGCCGTGCTGGCCTTCGTGGCCCTGATCCCACCAACACTGCCCGGCACCAACATCGT
GCTGGGCGCCCTGCCCCGAGGACCGCCACATCGACCGCCTGCGCCAAGCGCCAGCGCCCCEGCGAG
CGCCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCATCCGCCGCEGTGTACGGUCTGCTGGUCAACACCGETGC
GCTACCTGCAGTGCGGCGGCAGCTGGCGCGAGGACTGGGGCCAGCTGAGCGGCACCGCCGTGCC
ACCACAGGGCGCCGAGCCACAGAGCAACGCCGGACCACGACCACACATCGGCGACACCCTGTTC
ACCCTGTTCCGGGCACCAGAGCTGCTGGCACCAARCGGCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGG
CCCTGGACGTGCTGGCCAAGCGCCTGCGCTCCATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGTC
ACCGGCCGECTGCCGCGACGCCCTGCTGCAGCTGACCAGCGGCATGGETGCAGACCCACGTGACA
ACACCCGGCAGCATCCCAACAATCTGCGACCTGGCCCGCACCTTCGCCCGCGAGATGEGCGAGG
CCAACTAATAGGGATCCCTCGAGAAGCTTGTCA
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SEQ ID NO: 15 Gen #6 mHSV-TK CO MB-IFL A168H(LIF...AHL): longitud: 1185

CGTCAGCGCGCCCCACCGETACGCGTCCACCATGGCCAGCTACCCCGGUCACCAGCACGCCAGCGC
CTTCGACCAGGCCGCCCGCAGCCGCGGCCACAGCAACGGCAGCACCGCACTGCGGCCACGGCGC
CAGCAGGAGGCCACCGAGGTGCGCCCCGAGCAGRAGATGCCCACCCTGCTGCGCGTGTACATCG
ACGGACCACACGGCATGCCGCAAGACCACCACCACCCAGCTGCTGGTGGCCCTGGGCAGCCGCGA
CGACATCGTGTACGTGCCCGAGCCCATGACCTACTGGCGCETGCTGGGCGCCAGCGAGACCATC
GCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCCTGGACCAAGGCGAGATCAGCGCCGGCGACGCCGCCG

TGGTGATGACCAGCGCCCAGATTACAATGGG&%TGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGC
ACCACACATCGGCGGCGAGGCCGEGCAGCAGCCACGCACCACCACCAGCACTGACCATCTTCCIG
GACCGGCACCCAATCGCACACCTGCTCGTCGCTACCCGCGCAGCACGCTACCTCGATGGGCTCCATGA
CACCACAAGCCGTGCTGGCCTTCGTGGCCCTGATCCCACCAACACTGCCCGGCACCAACATCGT
GCTGGGCGCCCTGCCCGAGGACCGCCACATCGACCGCCTGGCCAAGCGCCAGUGCCCCGGCGAG
CGCCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCATCCGLCCGCEGTGTACGGLUCTGCTGGUCAACACCGTGC
GCTACCTGCAGTGCGGCGGCAGCTGGCGCGAGCGACTGEEGECCAGCTGAGCGGCACCGCCETGLL
ACCACAGGGCGCCGAGCCACAGAGCAACGCCGGACCACGACCACACATCGGCGACACCCTGTTC
ACCCTGTTCCGGGCACCAGAGCTGCTGGCACCARAACGGCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGE
CCCTGGACGTGCTGGCCAAGCGCCTGCGCTCCATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGTC
ACCGGCCGGCTGCCGCGACGCCCTGCTGCAGCTGACCAGCGGCATGETGCAGACCCACGTGACA
ACACCCGGCAGCATCCCAACAATCTGCGACCTGGCCCGCACCTTCGCCCGCGAGATGGGCCGAGS
5 CCAACTAATAGGGATCCCTCGAGAAGCTTGTCA

SEQ ID NO: 16 Gen #1 HSV-TK A168H dmNLS CO SC: longitud: 1185
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GTCAGCGGCCGCACCGGTACGCGTCCACCATGCCCAGCTACCCCGGCCACCAGCACGCCAGCGC
CTTCGACCAGGCCGCCCGCAGCCGCGGECCACAGCRAACGGCAGCACCGCACTGCGGCCAGGATCT
CAGCAGGAGGCCACCGAGGTGCGCCCCGAGCAGAAGATGCCCACCCTGCTGCGCGTGTACATCG
ACGGACCACACGGCATGGGCAAGACCACCACCACCCAGCTGCTGGTGGCCCTGGGCAGCCGLCGA
CGACATCGTGTACGTGCCCGAGCCCATGACCTACTGGCGCGTGCTGGGCGCCAGCGAGACCATC
GCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCCTGCGACCAAGGCGAGATCAGCGCCGECGACGCCGCCG
TGGCTGATGACCAGCGCCCAGATTACAATGGGCATGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGC
ACCACACATCGGCGGCGAGGCCGGCAGCAGCCACGCACCACCACCAGCACTGACCCTGATCTTC
GACCGGCACCCAATCGCACACCTGCTGTGCTACCCGGCAGCACGCTACCTGATGGGCTCCATGA
CACCACAAGCCGTGCTGGCCTTCGTGGCCCTGATCCCACCAACACTGCCCGGCACCAACATCGT
GCTGGGCGCCCTGCCCGAGGACCGCCACATCGACCGCCTGGCCAAGCGCCAGCGCCCCGGCGAG
CGCCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCATCCGCCGCETGTACGGCCTGCTGGCCAACACCGTGC
GCTACCTGCAGTGCGGCGGCAGCTGGCGCGAGCGACTGEGGGCCAGCTGAGCGGCACCGCCGTGCC
ACCACAGGGCGCCGAGCCACAGAGCAACGCCGGACCACGACCACACATCGGCGACACCCTGTTC
ACCCTGTITCCGGGCACCAGAGCTGCTGGCACCAAACGGCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGE
CCCTGGACGTGCTGGCCAAGCGCCTGCGCTCCATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGTC
ACCGGCCGGCTGCCGCGACGCCCTGCTGCAGCTGACCAGCCGGCATGEGTGCAGACCCACGTGACA
ACACCCGGCAGCATCCCAACAATCTGCGACCTGGCCCGCACCTTICGCCCGCGAGATGGGCGAGG
CCAACTAATAGGGATCCCTCGAGAAGCTTGTCA

SEQ ID NO: 17 Gen #2 HSV-TK A167F dmNLS CO SC: longitud:1185

GTCAGCGGCCGCACCGETACGCGTCCACCATGGCCAGCTACCCCGGCCACCAGCACGCCAGCGC
CTTCGACCAGGCCGCCCGCAGCCGCGGECCACAGCAACGGCAGCACCGCACTGCGGCCAGGATCT
CAGCAGGAGGCCACCGAGGTGCGCCCCGAGCAGAAGATGCCCACCCTGCTGCGCGTGTACATCG
ACGGACCACACGGCATGGGCAAGACCACCACCACCCAGCTGCTGGETGGCCCTGGGCAGCCGCGA
CGACATCGTCTACGTCGCCCGAGCCCATGACCTACTGGCCGCCTGCTGGGCGCCAGCGAGACCATC
GCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCCTGGACCAAGGCGAGATCAGCGCCGGCGACGCCGCCG
TGGTGATGACCAGCGCCCAGATTACRATGGGCATGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGC
ACCACACATCGGCGGCGAGGCCGGCAGCAGCCACGCGCACCACCACCAGCACTGACCCTGATCTTC
GACCGGCACCCAATCTTCGCACTGCTGTGCTACCCGGCAGCACGCTACCTGATGGGCTCCATGA
CACCACAAGCCGTGCTGGCCTTCGTGGCCCTGATCCCACCARCACTGCCCGGCACCAACATCGT
GCTGGGCGCCCTGCCCCGAGGACCGCCACATCGACCGCCTGGCCAAGCGCCAGCGCCCCEGCGAG

CGCCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCATCCGCCGLETGTACGGCCTGCTGGCCAACACCGTGC
GCTACCTGCAGTGCGGUGGCAGCTGGLGCGAGGACTGGGECCAGUTGAGLGGLACCGCCETGCC
ACCACAGGGCGCCGAGCCACAGAGCAACGCCGGACCACGACCACACATCGGCGACACCCTGTTC
ACCCTGTTCCGGGCACCAGAGCTGCTGGCACCAAACGGCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGG
CCCTGGACCTGCTGGCCAAGCGCCTGCGCTCCATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGTC
ACCGGCCGGLCTGCCGCCGACGCCCTGCTGCAGCTGACCAGCGGCATGGTGCAGACCCACGTGACA
ACACCCGGCAGCATCCCAACAATCTGCGACCTGGCCCGCACCTTCGCCCGCGAGATGGGCGAGG
CCAACTAATAGGGATCCCTCGAGAAGCTTGTCA
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SEQ D NO: 18 Gen #3 HSV-TK A168H NESAdmNLS CO SC: longitud: 1221

GTCAGCGGCCGCACCGETACGCGTCCACCATGGCCCTGCAGAAAAAGCTGGAAGAGCTGGAACT
GGATGGCAGCTACCCCGGCCACCAGCACGCCAGCGCCTTCGACCAGGCCGCCCGCAGCCGCGGL
CACAGCAACGGCAGCACCGCACTGCGGCCAGGATCTCAGCAGGAGGCCACCGAGGETGCGCCCCG
AGCAGAAGATGCCCACCCTGCTGCGCGTGTACATCGACGGACCACACGGCATGGGCAAGACCAC
CACCACCCAGCTGCTGGTGGCCCTGGGCAGCCGCGACGACATCGTGTACGTGCCCGAGCCCATG
ACCTACTGGCGCGTGCTGGGCGCCAGCGAGACCATCGCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCC
TGGACCAAGGCGAGATCAGCGCCGGCGACGCCGCCCTGCTGATGACCAGCGCCCAGATTACAAT
GGGCATGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGCACCACACATCGGCGGCGAGGCCGGCAGT
AGCCACGCACCACCACCAGCCACTGACCCTGATCTTCCACCCGGCACCCAATCGCACACCTGCTGT
GCTACCCGGCAGCACGCTACCTGATGGGCTCCATGACACCACAAGCCGTGCTGGCCTTCGTGGEC
CCTGATCCCACCARACACTGCCCGGCACCARACATCCTGCTGGGCGCCCTGCCCGAGGACCGCCAC
ATCGACCGCCTGGCCAAGCGCCAGCGCCCCEGCGAGCGCCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCA
TCCGCCGUGTGTACGGCCTGCTGGCCAACACCGCTGCGCTACCTGCAGTGCGGLUGGLAGLTGGCG
CGAGGACTGGGGCCAGCTGAGCGGCACCGCCCGTCGCCACCACAGGGCGCCGAGCCACAGAGCAAC
GCCGGACCACGACCACACATCGGCGACACCCTGTTCACCCTGTTCCGGGCACCAGAGCTGCTGG
CACCAARACGGCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGGCCCTGGACGTGCTGGCCAAGCGCCTGCG
CTCCATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGTCACCGGCCGGCTGCCGCGACGCCCTGCTG
CAGCTGACCAGCGGCATGGTGCAGACCCACGTGACAACACCCGGCAGCATCCCAACAATCTGCG
ACCTGGCCCGCACCTTCGCCCGCGAGATGGGCGAGGCCAACTAATAGGCGATCCCTCGAGAAGCT
TCTCA

5 SEQID NO: 19 Gen #4 HSV-TK A167F NESdmNLS CO SC: longitud: 1221

CGTCAGCCGCCCCACCGETACCGCCTCCACCATGCGCCCTGCAGAAAAAGCTGCGAAGAGCTGGAACT
GGATGGCAGCTACCCCGGCCACCAGCACGCCAGCGCCTTCGACCAGGCCGCCCGCAGCCGLCGGC
CACAGCAACGGCAGCACCGCACTGCGGCCAGGATCTCAGCAGGAGGCCACCGAGGTGCGCCCCG
AGCAGAAGATGCCCCACCCTGCTCGCCGCCTCTACATCCGACCGCGACCACACGCGCATCGGGCAAGACCAC
CACCACCCAGCTGCTGGTGGCCCTGGGCAGCCGCGACGACATCGTGTACGTGCCCGAGCCCATG
ACCTACTGGCGCGTGCTGGGCGCCAGCGAGACCATCGCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCC
TGCGACCAAGGCGCAGATCAGCGCCCGCGACGCCCGCCCTCOTGATCGACCAGCGCCCAGATTACAAT
GGGCATGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGCACCACACATCGGCGGCGAGGCCGGCAGC
AGCCACGCACCACCACCAGCACTGACCCTGATCTTCGACCGGCACCCAATCTTCGCACTGCTGT
GCTACCCGGCAGCACGCTACCTGATGGGCTCCATGACACCACAAGCCGTGCTGGCCTTCGTGGC
CCTGATCCCACCAACACTGCCCGGCACCAACATCGTGCTGGGCGCCCTGCCCGAGGACCGCCAC
ATCGACCGCCTGGCCAAGCGCCAGCGCCCCGGCGAGCGCCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCA
TCCGCCGCOTGTACGGCCTGCTGCCCARACACCCTGCCGCTACCTGCAGTGCCGGCGGCAGCTCGCE
CGAGGACTGGGGCCAGCTGAGCGGCACCGCCGTGCCACCACAGGGCGCCGAGCCACAGAGCAAC
GCCGGACCACGACCACACATCGGCGACACCCTGTTCACCCTGTTCCGGGCACCAGAGCTGCTGG
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CACCAAACGCCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGGCCCTGGACGTGCTCGGCCAAGCGCCTGCG
CTCCATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGTCACCGLCCGLCTGCCGCGACGCCCTGCTG
CAGCTGACCAGCGCGCATGCTGCCAGACCCACGTGACAACACCCGGLCAGCATCCCAACAATCTGCG
ACCTGGCCCGCACCTTCGCCCGCGAGATGGEGECGAGGCCAACTAATAGGGATCCCTCGAGAAGCT
TGTCA

SEQ ID NO: 20 Gen #5 HSV-TK A168H NESdmNLS JCO SC: longitud: 1221

GTCAGCGGCCGCACCGGTACGCGTCCACCATGCGCTCTGCAGAAAAAGCTGCAAGAGCTGGAACT
GGATGGCTCTITATCCTGGACATCAGCATGCTICTGCTTTTGATCAGGCTGCCAGATCTAGAGGA
CATTCTAATGGCAGCACAGCACTGCGGCCAGGATCTCAGCAGGAAGCTACAGAAGTGAGACCTG
AACAGARAATGCCTACACTGCTGAGAGTGTATATTGATGGACCACATGCGARTGGCGARARACARC
CACAACCCAGCTGCTGGTGGCTCTCGGATCTAGAGATGATATTGTGTATGTGCCTCGAACCTATG
ACATATTGGAGAGTGCTGGGAGCTTCTGAARACAATTGCTAATATCTATACAACACAGCATAGAC
TCGATCAAGCGAGARATTTCTGCCCGAGATCCTGCCCTCCTGATCACATCTGCTCAGATTACAAT
GGGAATGCCTTATGCTGTGACAGATGCTGTGCTGGCACCACATATTGGAGGCGAACGCTGGAAGC
TCTCATGCACCACCACCAGCACTGACACTGATTTTTGATCGGCATCCAATTGCACATCTGCTGT
GTTATCCGGCAGCAAGATATCTGATGGGAAGCATGACACCACAAGCCGTGCTGGCTTTTGTGGC
TCTGATTCCACCAACACTGCCTGGAACAAACATCGTGCTGGGAGCTCTGCCTCGAAGATAGACAT
ATCGATCGGCTGGCCAAACGCCAGAGACCTCCGAGAACGCGCTGCGATCTGGCCATGCTGGCTGCCA
TTCGGAGAGTGTATGGCCTGCTGGCTAACACAGTGAGATATCTGCAGTGTGGAGGCTCTTGGAG
AGAGGATTGGGGACAGCTGTCTGGCACAGCTGTGCCACCACAGGGAGCCGAACCACAGAGCAAT
GCTGGACCACGACCACATATCGCGAGACACACTCTTTACACTGTTTCCGCCACCAGAACTGCTGG
CACCAAATGGAGACCTGTACAACGTGTTTGCCTGGGCTCTGGATGTGCTGGCTAAACGGCTGAG
ATCTATGCATGTIGITTATCCTGGACTATGATCAGTCACCGGCCGGATGTCGCGATGCCCTGCTG
CAGCTGACATCTCGCATGCTCCAGACACATCTCACAACACCTCGATCTATCCCAACAATCTGTG
ATCTGGCTAGAACATTCGCTAGCGAGATGGGAGAGGCCAACTAATCGAGCGATCCCTCGAGAAGCT
5 TGTICA

SEQ ID NO: 21 Gen #6 HSV-TK A167F NESdmNLS JCO SC: longitud: 1221
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GTCAGCGGCCGCACCGGTACGCGTCCACCATGGCTCTGCAGAAAAAGCTGGAAGAGCTGGAACT
GGATGGCTCTITATCCTGGACATCAGCATGCTTCTGCTTTTGATCAGGCTGCCAGATCTAGAGGA
CATTCTAATGGCAGCACAGCACTGCGGCCAGGATCTCAGCAGGAAGCTACAGAAGTGAGACCTG
AACAGARAATGCCTACACTGCTGAGAGTGTATATTGATGGACCACATGCGAATGGGARARACARLC
CACAACCCAGCTGCTGGTGGCTCTCGGATCTACGACGATGATATTGTGTATGTGCCTGAACCTATG
ACATATTGGAGAGTGCTGGGAGCTTCTGAARCAATTGCTAATATCTATACAACACAGCATAGAC
TCGATCAAGCGAGARATTTCTGCCCGAGATCGCTGCCCTCCTGATCGACATCTGCTCAGATTACAAT
GGGAATGCCTTATGCTGTGACAGATGCTGTGCTGGCACCACATATTGGAGGCGAAGCTGGAAGC
TCTCATGCACCACCACCAGCACTGACACTGATTTTTGATCGGCATCCAATTTTCGCACTGCTGT
GITATCCGGCAGCAAGATATCTGATGGGAAGCATGACACCACAAGCCGTGCTGGCTTTTGTGGC
TCTGATTCCACCAACACTGCCTGGARCRARCATCGTGCTGGGAGCTCTGCCTGAAGATAGACAT
ATCGATCGGCTGGCCAARACGGCAGAGACCTGGAGAACGGCTGGATCTGGCCATGCTGGCTGCCA
TTCGCGAGAGTGTATGCCCTGCTGCCTAACACACTCGACGATATCTGCACGTCTCCGAGGCTCTTCGGAG
AGAGGATTGGGGACAGCTGTCTGGCACAGCTGTGCCACCACAGGGAGCCGAACCACAGAGCAAT
GCTGGACCACGACCACATATCGGAGACACACTGTTTACACTGTTTCGGGCACCAGAACTGCTGG
CACCAAATGGAGACCTCGTACAACGTGTTTGCCTGCGCTCTCGATCGTCGCTGCGCTAAACGCGCTGAG
ATCTATGCATGTIGITTATCCTGCACTATGATCAGTCACCGGCCGGATGTCGCGATGCCCTGCTG
CAGCTGACATCTGGGATGGTGCAGACACATCGTCACAACACCTCGATCTATCCCAACAATCTGTG

ATCTGGCTAGAACATTCGCTAGGGAGATGGGAGAGGCCAACTAATGAGGATCCCTCGAGAAGCT
TGTCA

5 SEQID NO: 22
HSV-TK dmNLS A168H, COy SC
dmNLS = secuencia de localizacidon nuclear mutada
doble
CO = cododn optimizado
10 CD = empalme corregido en 327 y 555
Secuencia de Kozak, subrayada
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gtcaGCGGCCGCACCGETACGCGTCCACCATGCCCAGCTACCCCGGCCACCAGCACGCCAGCGC
CTTCGACCAGGCCGCCCGCAGCCGCGGCCACAGCAACGECAGCACCGCaACTGCGgCCaGGATCT
CAGCAGGAGGCCACCGAGGTGCGCCCCGAGCAGAAGATGCCCACCCTCGCTCGCGCGTGTACATCG
ACGGaCCaCACGGCATGGGCAAGACCACCACCACCCAGCTGCTGGETGGCCCTGGGECAGCCGCGA
CGACATCGTGTACGTGCCCGAGCCCATGACCTACTGGCGCGTGCTGGGCGCCAGCCGAGACCATC
GCCAACATCTACACCACCCAGCACCGCCTGGACCAaGGCGAGATCAGCGCCGGCGACGCCGCCG
TGGCTGATGACCAGCGCCCAGATtACAATGGEGCATGCCCTACGCCGTGACCGACGCCGTGCTGGE
aCCaCACATCGGCGGCGAGGCCGGCAGCAGCCACGCACCaCCaCCaGCaCTGACCCTGATCTTC
GACCGgCACCCaATCGCaCACCTGCTGTGCTACCCgGCaGCaCGCTACCTGATGGGCtccATGA
CaCCaChaGCCGTGCTIGGCCTTCGTGGCCCTGATCCCaCCaACACTGCCCGGCACCAACATCGT
GCTGGCCGCCCTGCCCGAGGACCGCCACATCGACCGCCTGGCCAAGCGCCAGCGCCCCGGCGAG
CGCCTGGACCTGGCCATGCTGGCCGCCATCCGCCGCETGTACGGCCTGCTGGCCAACACCGTGC
GCTACCTGCAGTGCGGCGGCAGCTGGCGCGAGGACTGGGGCCAGCTGAGCGGCACCGCCGTGCC
aCCaCAGGGCGCCGAGCCaCAGAGCAACGCCGGaCCaCGaCCaCACATCGGCGACACCCTGTTC
ACCCTIGITCCGYGCaClaGAGCTGCTGGCaCCaAACGGCGACCTGTACAACGTGTTCGCCTGGEE
CCCTGGACGTGCTGGCCAAGCGCCTGCGCLecATGCACGTGTTCATCCTGGACTACGACCAGL
aCCgGCCGGLCTGCCGCGACGCCCTGCTGCAGCTGACCAGCGGCATGGTGCAGACCCACGTGACA
ACaCCCGGCAGCATCCCaACaATCTGCGACCTGGCCCGCACCTTCGCCCGCGAGATGGGCGAGG
CCAACTAATAGGGATCCCTCGAGRAGCTTgtca

SEQ ID NO: 23: secuencia de polinucleétidos de exportacién nuclear de MAP quinasa

CTGCAGAAAAAGCTGGAAGAGCTGGAACTGGATGGC

SEQ ID NO: 24: secuencia de polinucleétidos de exportacion nuclear de MAP quinasa

LQKKLEELELDG

SEQ ID NO: 25: resto dirigido

WREPSFMALS

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> LEVY, JOHN P.

REED, REBECCA A.

MCNULTY, JOSEPH

JOHNSON, JR., ROBERT G.

<120> ENSAYO DIAGNOSTICO DE TIMIDINA QUINASA PARA APLICACIONES DE TERAPIA GENICA
<130> 30863-722.202

<140> 14/214,448
<141> 2014-03-14

<150> 61/784,901
<151> 14/03/2013

<160> 25
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<170> Patentin versién 3.5

10

<210>1

<211> 1131

<212> ADN

<213> Virus del herpes simple 1

<400> 1
atggcttegt accceggeca tcaacacgeg tetgegtteg accaggetge gegttetege 60
ggccatagca accgacgtac ggegttgege ccoctcgccgge agcaagaagce cacggaagte 120
cgceccggage agaaaatgce cacgctactg cgggtttata tagacggtcce ccacgggatg 180
gggaaaacca ccaccacgea actgetggtyg gecctgggtt cgegegacga tategtetac 240
gtacccgage cgatgactta ctggecgggtg ctgggggett ccgagacaat cgogaacatce 300
tacaccacac aacaccgcct cgaccagggt gagatatcgg ccggggacge ggcggtggta 360
atgacaagcg cccagataac aatgggcatg ccttatgeeg tgaccgacge cgttctgget 420
cctcatatcg ggggggaggce tgggagctca catgccccocge ccccggccct caccctcatc 480
ttecgaccgee atcccatecge cgeccteoctg tgctaccegg cecgegeggta ccttatggge 540
agcatgaccec cccaggeccgt getggegtte gtggeccctca tececegecgac cttgecegge 600
accaacatcg tgcttgggge ccttccggag gacagacaca tcgaccgecct ggccaaacge 660
cagcgccccg gcgageggcet ggacctgget atgetggetg cgattcgecg cgtttacggg 720
ctacttgeca atacggtgeg gtatctgeag tgeggegggt cgtggeggga ggactgggga 780
cagctttcgg ggacggcegt goccgceccccag ggtgocgage cccagagcaa cgcgggcocca 840
cgaccccata tcggggacac gttatttace ctgtttecggg ccecccgagtt geotggecccee 900
aacggcgacce tgtataacgt gtttgectgg gcecttggacg tecttggccaa acgecctceegt 960
tccatgecacg tctttatcet ggattacgac caatcgececg cecggetgeeg ggacgeoctg 1020
ctgcaactta cotecgggat ggtccagace cacgtcacca cecceggete cataccgacy 1080
atatgegacce tggcegcgcecac gtttgececgg gagatggggg aggctaactg a 1131

<210> 2

<211> 376

<212> PRT

<213> Virus del herpes simple 1

<400> 2
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Met

Ala

Arg

Leu

Thr

65

val

Ile

Ser

Gly

Gly

145

Phe

Tyr

Leu

Pro

Ala

Arg

Gln

Leu

50

Thr

Pro

Ala

Ala

Met

130

Glu

Asp

Leu

Ile

Glu
210

Ser

Ser

Gln

35

Arg

Gln

Glu

Asn

Gly

115

Pro

Ala

Arg

Met

Pro

195

Asp

Tyr

Arg

20

Glu

val

Leu

Pro

Ile

100

Asp

Tyr

Gly

His

Gly

180

Pro

Arg

Pro

Gly

Ala

Tyr

Leu

Met

85

Tyr

Ala

Ala

Ser

Pro

165

Ser

Thr

His
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Gly

His

Thr

Ile

val

70

Thr

Thr

Ala

Val

Ser

150

Ile

Met

Leu

Ile

His

Ser

Glu

Asp

55

Ala

Tyr

Thr

Val

Thr

135

His

Ala

Thr

Pro

Asp
215

Gln

Asn

val

40

Gly

Leu

Trp

Gln

Val

120

Asp

Ala

Ala

Pro

Gly

200

Arg

His

Arg

25

Arg

Pro

Gly

Arg

His

105

Met

Ala

Pro

Leu

Gln

185

Thr

Leu

58

Ala

10

Arg

Pro

His

Ser

val

90

Arg

Thr

Val

Pro

Leu

170

Ala

Asn

Ala

Ser

Thr

Glu

Gly

Arg

75

Leu

Leu

Ser

Leu

Pro

155

Cys

val

Ile

Lys

Ala

Ala

Gln

Met

60

Asp

Gly

Asp

Ala

Ala

140

Ala

Tyr

Leu

Val

Arg
220

Phe

Leu

Lys

45

Gly

Asp

Ala

Gln

Gln

125

Pro

Leu

Pr¢

Ala

Leu

205

Gln

Asp

Arg

30

Met

Lys

Ile

Ser

Gly

110

Ile

His

Thr

Ala

Phe

190

Gly

Arg

Gln

15

Pro

Pro

Thr

Val

Glu

95

Glu

Thr

Ile

Leu

Ala

175

val

Ala

Pro

Ala

Arg

Thr

Thr

Tyr

80

Thr

Ile

Met

Gly

Ile

160

Arg

Ala

Leu

Gly
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<210> 3

Glu

225

Leu

Glu

Glu

Phe

Tyr

305

Ser

Arg

Thr

Ala

<211> 1131
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Arg

Leu

Asp

Pro

Thr

290

Asn

Met

Asp

Thr

Arg
370

Leu

Ala

Trp

Gln

275

Leu

Vval

His

Ala

Pro

355

Glu

Asp

Asn

Gly

260

Ser

Phe

Phe

Val

Leu

340

Gly

Met

Leu

Thr

245

Gln

Asn

Arg

Ala

Phe

325

Leu

Ser

Gly
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Ala

230

val

Leu

Ala

Ala

Trp

310

Ile

Gln

Ile

Glu

Met

Arg

Ser

Gly

Pro

295

Ala

Leu

Leu

Pro

Ala
375

Leu

Tyr

Gly

Pro

280

Glu

Leu

Asp

Thr

Thr

360

Asn

Ala

Leu

Thr

265

Leu

Asp

Tyr

Ser

345

Ile

Ala

Gln

250

Ala

Pro

Leu

val

Asp

330

Gly

Cys

<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 3

59

Ile

235

Cys

val

His

Ala

Leu

315

Gln

Met

Asp

Arg

Gly

Pro

Ile

Pro

300

Ala

Ser

Val

Leu

Arg

Gly

Pro

Gly

285

Asn

Lys

Pro

Gln

Ala
365

val

Ser

Gln

270

Asp

Gly

Arg

Ala

Thr

350

Arg

Tyr

Trp

255

Gly

Thr

Asp

Leu

Gly

335

His

Thr

Gly

240

Arg

Ala

Leu

Leu

Arg

320

Cys

val

Phe
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atggecctegt accecggeca tcaacacgeg tetgegtteg accaggcetge gegttetege 60
ggccatagca acggatccac ggcgttgege cctecgecggec agcaagaagce cacggaagte 120
cgoccggage agaaaatgec cacgcetactyg cgggtttata tagacggteco ccacgggatg 180
gggaaaacca ccaccacgca actgctggtg geccetgggtt cgegegacga tategtcetac 240
gtacccgagc cgatgactta ctggcgggtg ctgggggett ccgagacaat cgcgaacatc 300
tacaccacac aacaccgect cgaccagggt gagatatcgg cecggggacge ggeggtggta 360
atgacaagcg cccagataac aatgggcatg ccettatgecg tgaccgacge cgttetgget 420
cctcatatecg ggggggagge tgggagctca catgeccege ccocceggecct caccatctte 480
ctcgaccgee atceccatcge cttcatgetg tgetaccegg ccgegeggta ccttatggge 540
agcatgacce cccaggecgt getggegtte gtggecctca teecgecgac cttgocegge 600
accaacatcg tgcttgggge ccttccggag gacagacaca tcgaccgcct ggccaaacgce 660
cagcegoceecyg gegagegget ggacctgget atgetggetg cgattegeeg cgtttacggg 720
ctacttgcca atacggtgcg gtatctgcag tgeggegggt cgtggecggga ggactgggga 780
cagctttcogg ggacggecgt gocgocccag ggtgocgage cccagagcaa cgcgggecca 840
cgaccccata tcggggacac gttatttacc ctgtttcggg ccecccgagtt gectggecccece 900
aacggcgacc tgtataacgt gtttgcctgg gecttggacg tcttggccaa acgcctcecgt 960
tccatgocacg totttatcet ggattacgac caatcgececcg ccocggetgocg ggacgeocctg 1020
ctgcaactta cctccgggat ggtccagacc cacgtcacca ccecccggcecte cataccgacg 1080
atatgcgace tggegegeac gtttgeccgyg gagatggggg aggctaactg a 1131
5 <210>4
<211> 376
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

10 <220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: polipéptido sintético

<400> 4
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Met

Ala

Arg

Leu

Thr

65

Val

Ile

Ala

Arg

Gln

Leu

Thr

Pro

Ala

Ser

Ser

Gln

35

Arg

Gln

Glu

Asn

Tyr

Arg

20

Glu

Val

Leu

Pro

Ile

Pro

Gly

Ala

Tyr

Leu

Met

85

Tyr
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Gly

His

Thr

Ile

val

70

Thr

Thr

His

Ser

Glu

Asp

Ala

Tyr

Thr

Gln His

Asn Gly

25

Val Arg

40

Gly Pro

Leu Gly

Trp Arg

Gln His

61

Ala

10

Ser

Pro

His

Ser

Vval

90

Arg

Ser

Thr

Glu

Gly

Arg

75

Leu

Leu

Ala

Ala

Gln

Met

Asp

Gly

Asp

Phe

Leu

Lys

45

Gly

Asp

Ala

Gln

Asp

Arg

30

Met

Lys

Ile

Ser

Gly

Gln

15

Pro

Pro

Thr

val

Glu

95

Glu

Ala

Arg

Thr

Thr

Tyr

80

Thr

Ile



Ser

Gly

Gly

145

Leu

Tyr

Leu

Pro

Glu

225

Leu

Glu

Glu

Phe

Tyr

305

Ser

Arg

Ala

Met

130

Glu

Asp

Leu

Ile

Glu

210

Arg

Leu

Asp

Pro

Thr

290

Asn

Met

Asp

Gly
115

Pro

Ala

Met

Pro

195

Asp

Leu

Ala

Trp

Gln

275

Leu

Val

His

Ala

100

Asp

Tyr

Gly

His

Gly

180

Pro

Arg

Asp

Asn

Gly

260

Ser

Phe

Phe

Val

Leu
340

Ala

Ala

Ser

Pro

165

Ser

Thr

His

Leu

Thr

245

Gln

Asn

Arg

Ala

Phe

325

Leu
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Ala

val

Ser

150

Ile

Met

Leu

Ile

Ala

230

Val

Leu

Ala

Ala

Trp

310

Ile

Gln

val

Thr

135

His

Ala

Thr

Pro

Asp

215

Met

Arg

Ser

Gly

Pro

295

Ala

Leu

Leu

105

val Met
120

Asp Ala

Ala Pro

Phe Met

Pro Gln
185

Gly Thr
200

Arg Leu

Leu Ala

Tyr Leu

Gly Thr

265

Pro Arg
280

Glu Leu

Leu Asp

Asp Tyr

Thr Ser
345

62

Thr

val

Pro

Leu

170

Ala

Asn

Ala

Ala

Gln

250

Ala

Pro

Leu

Val

Asp

330

Gly

Ser

Leu

Pro

155

Cys

vVal

Ile

Lys

Ile

235

Cys

val

His

Ala

Leu

315

Gln

Met

Ala

Ala

140

Ala

Tyr

Leu

val

Arg

220

Arg

Gly

Pro

Ile

Pro

300

Ala

Ser

val

Gln

125

Pro

Leu

Pro

Ala

Leu

205

Gln

Arg

Gly

Pro

Gly

285

Asn

Lys

Pro

Gln

110

Ile

His

Thr

Ala

Phe

190

Gly

Arg

vVal

Ser

Gln

270

Asp

Arg

Ala

Thr
350

Thr

Ile

Ile

Ala

175

Val

Ala

Pro

Tyr

Trp

255

Gly

Thr

Asp

Leu

Gly

335

His

Met

Gly

Phe

160

Arg

Ala

Leu

Gly

Gly

240

Arg

Ala

Leu

Leu

Arg

320

Cys

val
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Thr Thr Pro Gly Ser Ile Pro Thr Ile Cys Asp Leu Ala Arg Thr Phe
355 360 365

Ala Arg Glu Met Gly Glu Ala Asn
370 375

<210>5

<211> 1131

<212> ADN

<213> Virus del herpes simple 1

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1128)

<400> 5

63
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atg gcec tcg tac cce gge cat caa cac gecg tct geg tte gac cag get 48
Met Ala Ser Tyr Pro Gly His Gln His Ala Ser Ala Phe Asp Gln Ala

gcg cgt tet cge gge cat age aac cga cgt acg geg ttg cge cet cge 96
Ala Arg Ser Arg Gly His Ser Asn Arg Arg Thr Ala Leu Arg Pro Arg
20 25 30

cgg cag caa gaa goc acg gaa gtc cgc ccg gag cag aaa atg ccec acg 144
Arg Gln Gln Glu Ala Thr Glu Val Arg Pro Glu Gln Lys Met Pro Thr
35 40 45

cta ctg cgg gtt tat ata gac ggt ccc cac ggg atg ggg aaa acc acc 192
Leu Leu Arg Val Tyr Ile Asp Gly Pro His Gly Met Gly Lys Thr Thr
50 55 60

acc acg caa ctg ctg gtg gec ctg ggt teg cge gac gat atc gte tac 240
Thr Thr Gln Leu Leu Val Ala Leu Gly Ser Arg Asp Asp Ile Val Tyr
65 70 75 80

gta ccc gag ceg atg act tac tgg cgg gtg ctg ggg get tee gag aca 288
Val Prc Glu Pro Met Thr Tyr Trp Arg Val Leu Gly Ala Ser Glu Thr
85 S0 95

ate geg aac atc tac ace aca caa cac cge c¢te gac cag ggt gag ata 336
Ile Ala Asn Ile Tyr Thr Thr Gln His Arg Leu Asp Gln Gly Glu Ile
100 105 110

tog gec ggg gac gog gog gtg gta atg aca age gec cag ata aca atg 384
Ser Ala Gly Asp Ala Ala Val Val Met Thr Ser Ala Gln Ile Thr Met
115 120 125

ggc atg cct tat gcc gtg acc gac gocc gtt ctg get cct cat atc ggg 432
Gly Met Pro Tyr Ala Val Thr Asp Ala Val Leu Ala Pro His Ile Gly
130 135 140

ggg gag gct ggg age tca cat gece ceg ccec ceg gec cte ace cte ate 480
Gly Glu Ala Gly Ser Ser His Ala Pro Pro Pr¢ Ala Leu Thr Leu Ile
145 150 155 160

ttc gac cgc cat ccec atc gcc gece cte ctg tge tac ccg gece geg cgg 528
Phe Asp Arg His Pro Ile Ala Ala Leu Leu Cys Tyr Pro Ala Ala Arg
165 170 175
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tac ctt atg ggc age atg acc cce cag geec gtg ctg geg tte gtg gec 576
Tyr Leu Met Gly Ser Met Thr Proc Gln Ala Val Leu Ala Phe Val Ala
180 185 130

cte atec ceg ccg acc ttg cce gge acc aac ate gtg ctt ggg gec ctt 624
Leu Ile Pro Pro Thr Leu Pro Gly Thr Asn Ile Val Leu Gly Ala Leu
195 200 205

ccg gag gac aga cac atc gac cgec ctg gcc aaa cge cag ©gc ccc gge 672
Pro Glu Asp Arg His Ile Asp Arg Leu Ala Lys Arg Gln Arg Pro Gly
210 215 220

gag cgg ctg gac ctg gect atg ctg gect geg att cge cge gtt tac ggg 720
Glu Arg Leu Asp Leu Ala Met Leu Ala Ala Ile Arg Arg Val Tyr Gly
225 230 235 240

cta ctt gecec aat acg gtg cgg tat ctg cag tgc ggc ggg tcg tgg cgg 768
Leu Leu Ala Asn Thr Val Arg Tyr Leu Gln Cys Gly Gly Ser Trp Arg
245 250 255

gag gac tgg gga cag ctt tcg ggg acg gec gtg ccg ccce cag ggt geco 816
Glu Asp Trp Gly Gln Leu Ser Gly Thr Ala Val Pro Pro Gln Gly Ala
260 265 270

gag ccc cag agce aacd geég ggce <ca cga cec cat ate ggg gac acg tta 864
Glu Prc Gln Ser Asn Ala Gly Prc Arg Pro His Ile Gly Asp Thr Leu
275 280 285

ttt acc ctg ttt cgg gcec cecec gag ttg ctg goec ccec aac gge gac ctg 912
Phe Thr Leu Phe Arg Ala Pro Glu Leu Leu Ala Pro Asn Gly Asp Leu
290 295 300

tat aac gtg ttt gee tgg gee ttg gac gte ttg gee aaa ¢ge cte cgt 360
Tyr Asn Val Phe Ala Trp Ala Leu Asp Val Leu Ala Lys Arg Leu Arg
305 310 315 320

tcc atg cac gtc ttt atc ctg gat tac gac caa tcg ccc gcec gge tgc 1008
Ser Met His Val Phe Ile Leu Asp Tyr Asp Gln Ser Pro Ala Gly Cys
325 330 335

cgg gac gec ctg ctg caa ctt acc tec ggg atg gtc cag acc cac gtc 1056
Arg Asp Ala Leu Leu Gln Leu Thr Ser Gly Met Val Gln Thr His Val
340 345 350

acc acc cecc gge teec ata ccg acg ata tge gac ctg geg cge acg ttt 1104
Thr Thr Pro Gly Ser Ile Pro Thr Ile Cys Asp Leu Ala Arg Thr Phe
355 360 365

gcc cgg gag atg ggg gag gct aac tga 1131
Ala Arg Glu Met Gly Glu Ala Asn

370 375

<210>6

<211> 89

<212> ADN

<213> Virus del herpes simple 1
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<400> 6
gagctcacat gccccgcecceccecce cggccctcac catcttecte gaccgeccate ccatcgectt
catgctgtge tacccggecg cgeggtacce

<210>7

<211> 89

<212> ADN

<213> Virus del herpes simple 1

<400> 7

ctcgagtgta cggggcgggg gecgggagtg gtagaaggag ctggeggtag ggtagcggaa
gtacgacacg atgggccggce gcgccatgg

<210> 8

<211> 83

<212> ADN

<213> Virus del herpes simple 1

<400> 8

cacatgcccce gccceccecggece ctcaccatcet tcctcgaccg ccatcccatce gecttcatge
tgtgctacce ggeccgegegg tac

<210>9

<211>79

<212> ADN

<213> Virus del herpes simple 1

<400> 9
tcgagtgtac ggggcggogg ccgggagtgg tagaaggage tggeggtagg gtageggaag
tacgacacga tgggeegge

<210> 10

<211> 83

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 10
cacatgeccce gecccceggee ctcacecatct tecctcgacceg ccatcccate gecctteatge
tgtgctaccec ggceocgegegg tac

<210> 11
<211>83

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador sintético

<400> 11
cgcgeggecg ggtagcacag catgaaggeg atgggatgge ggtcgaggaa gatggtgagg
gccgggggced gggcatgtga get

<210> 12

<211> 1185

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 12

67
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10

gtcagecggec
gcgcettega
cacggcgcca
gcgtgtacat
ccctgggeoag
tgggcgceag
agatcagcge
cctacgecegt
acgcaccacce
gctacccggce
tggcectgat
accgccacat
tgctggeege
gcggeggeag
gogeagagec
tgtteeggge
ccctggacgt
agtcaccgge
acgtgacaac

agatgggcga

gcaccggtac
ccaggecgec
gcaggaggec
cgacggacca
ccgcgacgac
cgagaccatc
cggcgacgcc
gaccgacgcc
accagcactg
agcacgctac
cccaccaaca
cgaccgcctg
catcecgocge
ctggecgegag
acagagcaac
accagagctg
gctggccaag
cggctgeccocge
acccggcagc

ggccaactaa

ES 2703341 T3

gcgtcecacca
cgcagccgeg
accgaggtgce
cacggcatgg
atcgtgtacg
gccaacatct
gccgtggtga
gtgctggcac
accctgatet
ctgatgggct
ctgeceggea
gccaagcgcc
gtgtacggece
gactggggee
gocggaccac
ctggcaccaa
cgcctgeget
gacgcecctge
atcccaacaa

tagggatcee

tggeccagceta
gccacagcaa
gccccgagca
gcaagaccac
tgcececgagee
acaccaccca
tgaccagcge
cacacatecgg
tegaceggea
ccatgacacc
ccaacategt
agcgccccgg
tgectggecaa
agctgagecgg
gaccacacat
acggcgacct
ccatgcacgt
tgcagectgac
tctgegaccet

tegagaaget

<210> 13

<211> 1185

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 13

ccccggccac
cggcagcacc
gaagatgcce
caccacccag
catgacctac
gcaccgccetg
ccagattaca
cggcgaggcc
cccaatoegea
acaagccgtg
gctgggegec
cgagcgcctg
caccgtgege
caccgecegtg
cggcgacacc
gtacaacgtg
gttcatcctg
cagcggcatg
ggccegecace

tgtca

gtcagcggcce gcaccggtac gegtccacca tggccagcta ccccggecac cagcacgeca

68

cagcacgcca
gcactgecgge
accctgetge
ctgctggtgg
tggcgegtge
gaccaaggcg
atgggcatgc
ggcagcagec
cacctgetgt
ctggcctteg
ctgocegagy
gacctggcca
tacctgeagt
ccaccacagg
ctgttecacec
ttecgecectggg
gactacgacc
gtgcagacce

ttcgceegeg

60

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1185



10

gcgeccttega
cacggcogeca
gcgtgtacat
ccctgggecag
tgggcgecag
agatcagecgc
cctacgeegt
acgcaccacc
gctacecegge
tggcecctgat
accgccacat
tgctggecege
gcggeggeag
gogecgagec
tgtteecggge
ccctggacgt
agtcaccggce
acgtgacaac

agatgggcga

ccaggccgcec
gcaggaggcec
cgacggacca
ccgcgacgac
cgagaccatc
cggcgacgec
gaccgacgec
accagcactg
agcacgctac
cccaccaaca
cgaccgcctg
catccgecoge
ctggcgegag
acagagcaac
accagagctg
gctggecaag
cggctgccge
accoggcaga

ggccaactaa
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cgcagccgeg
accgaggtge
cacggcatgg
atcgtgtacg
gccaacatct
gccgtggtga
gtgctggeac
accctgatct
ctgatggget
ctgcceggea
gccaagegece
gtgtacggce
gactggggce
gocggaccac
ctggcaccaa
cgcetgeget
gacgcecctge
atcccaacaa

tagggatcce

gccacagcaa
goccagagea
gcaagaccac
tgccegagcee
acaccaccca
tgaccagecgce
cacacatcgg
tcgacecggea
ccatgacace
ccaacatcgt
agcgcccegg
tgctggocaa
agctgagcgg
gaccacacat
acggcgacct
ccatgcacgt
tgcagctgac
tctgegaccet

tegagaaget

<210> 14

<211> 1185

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 14

69

cggcagcacc
gaagatgeccce
caccacccag
catgacctac
gcaccgectg
ccagattaca
cggcgaggoc
cccaatctte
acaagcoegtg
gctgggegee
cgagcgcectg
caccgtgcge
caccgccgtg
cggcegacace
gtacaacgtg
gttcatcectg
cagcggcatg
ggccegeace

tgtca

gcactgcgge
accctgetge
ctgctggtgg
tggcgegtge
gaccaaggcg
atgggcatge
ggcagcagea
gcactgctgt
ctggeetteg
ctgcoccgagg
gacctggcca
tacctgcagt
ccaccacagg
ctgttecacec
ttecgcectggg
gactacgacc
gtgcagaccc

ttegeoeageg
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180

240

300

360

420

480

540
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660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1185



gtcagecggee
gogecttega
cacggcgcca
gcgtgtacat
ccctgggeag
tgggcgccag

agatcagege

cctacgeegt
acgcaccacc
gctaccegge
tggcectgat
accgecacat
tgectggecege
gcggeggeag
gogeoagagec
tgtteccggge
ccctggacgt
agtcaccgge
acgtgacaac

agatgggcga

5 <210> 15

10

gcaccggtac
ccaggecged
gcaggaggcc
cgacggacca
ccgecgacgac
cgagaccatec

aggagacgoee

gaccgacgcec
accagcactg
agcacgctac
cccaccaaca
cgaccgcectg
catccgecge
ctggegegag
acagagcaac
accagagctg
gctggccaag
cggctgecge
acccggcagc

ggccaactaa
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gcgtccacca
cgoagoogeyg
accgaggtgc
cacggcatgg
atcgtgtacg
gccaacatct

gcegtggtga
gtgctggcac

accctgatcet
ctgatgggct
ctgeoceggea
gccaagogoc
gtgtacggecc
gactggggec
gocggaccac
ctggcaccaa
cgcctgeget
gacgcectge
atcccaacaa

tagggatcece

tggccagecta
gocacageaa
gcceocgagcea
gcaagaccac
tgccocecgagece
acaccaccca

tgaccagege

cacacatcgg
tcgaceoggea
ccatgacace
ccaacategt
agcgccecgyg
tgeoctggecaa
agctgagegg
gaccacacat
acggcgacct
ccatgcacgt
tgcagctgac
tctgegacct

tcgagaagcet

<211> 1185
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 15

70

ccccggecac
cggcagcaca
gaagatgccc
caccacccag
catgacctac
gcaccgectg
ccagattaca
cggcgaggce
cccaatcette
acaagccgtyg
getgggegec
cgagcgectg
caccgtgege
caccgecegtg
cggcgacacce
gtacaacgtg
gttcatcctg
cagcggeatg
ggccegcace

tgtca

cagcacgcca
gecactgegge
accctgetge
ctgetggtgg
tggcgegtge
gaccaaggcg

atgggcatge

ggcagoagec
cacctgectgt
ctggcetteg
ctgocegagy
gacctggcca
tacctgcagt
ccaccacagg
ctgttecacec
ttcgecctggg
gactacgacc
gtgcagaccc

ttecgceegeg

60

120

180

240

300

360

420
480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1185



gtcagecggee
gogcecttega
cacggcgcca
gogtgtacat
ccctgggcecag
tgggcgeecag
agatcagcgce
cctacgeegt
acgeaccace
gctaccegge
tggccctgat
accgccacat
tgctggecge
gcggeggeag
gegecegagec
tgtteeggge
ccectggacgt
agtcaccgge

acgtgacaac

agatgggcga

5 <210> 16

10

gcaccggtac
ccaggooged
gcaggaggcce
cgacggacca
ccgcgacgac
cgagaccatc
cggcgacgcce
gaccgacgec
accagcactyg
agcacgctac
cccaccaaca
cgaccgectg
catcecgocge
ctggcgegag
acagagcaac
accagagctg
gctggccaag
cggctgeooge
acccggcagc

ggccaactaa
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gcgtccacca
cgeagoogeyg
accgaggtgc
cacggcatgyg
atcgtgtacg
gccaacatct
gccgtggtga
gtgctggeac
accatettec
ctgatgggct
ctgccecggea
gccaagcgcc
gtgtacggece
gactggggcce

gcecggaccac
ctggcaccaa
cgcctgeget
gacgeectge
atcccaacaa

tagggatcec

tggccagecta
gocacagcaa
gccccgagca
gcaagaccac
tgccecgagece
acaccaccca
tgaccagcge
cacacatcgg
tggaccggca
ccatgacacc
ccaacatcgt
agcgccccgg
tgctggecaa
agctgagcgg
gaccacacat
acggcgacct
ccatgcacgt
tgcagetgac
tctgegaccet

tcgagaaget

<211> 1185
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 16

71

ccccggecac
cggcagcacc
gaagatgccc
caccacccag
catgacctac
gcaccgcctg
ccagattaca
cggcgaggec
cecaategea
acaagccgtg
gctgggegee
cgagcgcctg

caccegtgoge

caccgceccegtg
cggcgacacce
gtacaacgtg
gttcatcctg
cageggeatg
ggcccgcace

tgteca

cagcacgcca
gcactgegge
accctgetge
ctgctggtygg
tggecgegtge
gaccaaggcg
atgggecatgc
ggcagcagec
cacctgetgt
ctggcctteg
ctgccegagg
gacctggcca

tacctgecagt

ccaccacagg
ctgttcacce
ttegeetggg
gactacgacc
gtgcagacce

ttegececgeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
840

800

960

1020

1080

1140

1185
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gtcagcggcc gcaccggtac gcgtccacca tggccagcta ccccggccac cagcacgcca 60
gcgecttega ccaggeecgec cgcagecgeg geccacagcaa cggcagcace gcactgegge 120
caggatctca gcaggaggcc accgaggtge goccccgagca gaagatgoce accctgetge 180
gcgtgtacat cgacggacca cacggcatgg gcaagaccac caccacccag ctgctggtgg 240
ccctgggecag ccgegacgac atcgtgtacg tgcecccgagee catgacctac tggegegtge 300
tgggcgccag cgagaccatc gccaacatct acaccaccca gcaccgcctg gaccaaggceg 360
agatcagcgc cggcgacgcec gececgtggtga tgaccagecge ccagattaca atgggecatge 420
cctacgeegt gaccgacgec gtgectggecac cacacatcgg cggecgaggec ggcagcagcece 480
acgcaccacc accagcactg accctgatct tcgaccggca cccaatcgca cacctgetgt 540
gctaccegge agcacgctac ctgatggget ccatgacacc acaagccegtg ctggectteg 600
tggccctgat cccaccaaca ctgecceggeca ccaacatcegt getgggegec ctgeccgagg 660
accgccacat cgaccgectg gccaagcgcc agcgccccgg cgagcgectg gacctggeca 720
tgctggecge catccgeccge gtgtacggec tgcectggceccaa caccgtgege tacctgceagt 780
gcggeggeag ctggegegag gactggggece agetgagegg caccgecgtg ccaccacagg 840
gcgccgagcec acagagcaac gccggaccac gaccacacat cggcgacacce ctgttcacce 900
tgttccggge accagagctg ctggcaccaa acggcgacct gtacaacgtg ttecgectggg 960
ccctggacgt gctggccaag cgecctgeget ccatgcacgt gttcatcctg gactacgacce 1020
agtcaccgge cggctgeccge gacgcectge tgecagctgac cageggecatg gtgecagacce 1080
acgtgacaac acccggcagc atcccaacaa tctgcgacct ggcccgcacce ttcgeccgeg 1140
agatgggcga ggccaactaa tagggatccc tcgagaagct tgtca 1185

<210> 17

<211> 1185

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 17

72



10

gtcagecggec
gegecttega
caggatctca
gcgtgtacat
ccectgggeag
tgggcgceag
agatcagcge
cctacgeegt
acgcaccacc
gctaccegge
tggcecctgat
accgccacat
tgectggecege
gcggeggeayg
gcgcegagcc
tgttecggge
ccctggacgt
agtcaccgge

acgtgacaac

agatgggcga

gcaccggtac
ccaggoogec
gcaggaggec
cgacggacca
ccgcgacgac
cgagaccatc
cggcgacgec
gaccgacgcc
accagcactg
agcacgctac
cccaccaaca
cgaccgectyg
cateccgecge
ctggegegag
acagagcaac
accagagctg
gctggccaag
cggctgocge
acccggcagce

ggccaactaa

ES 2703341 T3

gcgtcecacca
cgcagecogeg
accgaggtgce
cacggcatgg
atcgtgtacg
gccaacatct
gccgtggtga
gtgctggcac
accctgatcet
ctgatgggcet
ctgcceggea
gocaagogoc
gtgtacggece
gactggggece
gccggaccac
ctggcaccaa
cgcectgeget
gacgcectge
atceccaacaa

tagggatcce

tggccagceta
gcocacagcaa
gccccgagca
gcaagaccac
tgccocecgagee
acaccaccca
tgaccagege
cacacatcgg
tcgaccoggea
ccatgacace
ccaacatcgt
agcgooocgyg
tgctggecaa
agctgagegy
gaccacacat
acggcgacct
ccatgcacgt
tgcagetgac
tctgecgacct

tegagaaget

<210> 18

<211> 1221

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 18

73

ccccggccac
cggcagcacce
gaagatgcce
caccacccag
catgacctac
gecacecgcctg
ccagattaca
cggcgaggecc
cccaatctte
acaagccgtg
gctgggegee
cgagcegectg
caccgtgege
caccegeegty
cggcgacacc
gtacaacgtg
gttcatcctg
cagoggcatg
ggcccgcacc

tgtca

cagcacgcca
gcactgaogga
accctgetge
ctgctggtgg
tggcgegtge
gaccaaggcg
atgggcatgce
ggcagcagcc
gcactgctgt
ctggecetteg
ctgcoccgagg
gacctggcoca
tacctgcagt
ccaccacagy
ctgttcaccc
ttegectggyg
gactacgacc
gtgcagaccc

ttegceegeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

9360

1020

1080

1140

1185
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gtcagecggece gcaccggtac gegtccacca tggcecctgca gaaaaagetg gaagagetgg 60
aactggatgg cagctaccec ggcecaccage acgccagegce cttcgaccag gocgoccegea 120
gccgcggcoca cagcaacggce agcaccgcac tgcggccagg atctcagcag gaggccaccg 180
aggtgcgece cgagcagaaqg atgecccacce tgctgegegt gtacatcgac ggaccacacg 240
gcatgggcaa gaccaccacc acccagctgce tggtggececct gggcagccge gacgacatceg 300
tgtacgtgce cgagcccatg acctactgge gegtgectggg cgeccagcgag accatecgeca 360
acatctacac cacccagcac cgectggace aaggcgagat cagegeocogge gacgoecgecy 420
tggtgatgac cagcgcccag attacaatgg gcatgccecta cgeegtgace gacgeccgtge 480
tggcaccaca catcggcgge gaggccggca gcagecacgc accaccacca gcactgaccce 540
tgatcttcga ccggcacceca atcgcacacce tgetgtgeta cccggcagca cgctacctga 600
tgggctccat gacaccacaa geccgtgetgg cottegtgge cctgatccca ccaacactge 660
ccggcaccaa catcgtgetg ggegcecctge ccgaggacceg ccacatcgac cgectggeca 720
agcgccagcg ccccggcgag cgectggacce tggccatget ggeccgccatc cgccgegtgt 780
acggcctget ggccaacacce gtgcocgectacce tgcagtgegg cggcagetgg cgecgaggact 840
ggggccagct gagcggcacc gccgtgccac cacagggcogc cgagccacag agcaacgccg 800
gaccacgacc acacatcegge gacacccetgt tcacccetgtt cegggeacca gagetgetgg 960
caccaaacgg cgacctgtac aacgtgttecg cctgggececct ggacgtgetg gccaagegece 1020
tgcgectccat gcacgtgtte atcectggact acgaccagtc accggecgge tgcoccgecgacg 1080
cecctgetgea gectgaccage ggcatggtge agacccacgt gacaacaccc ggcagcatcce 1140
caacaatctg cgacctggec cgcaccttcg cccgegagat gggcgaggec aactaatagg 1200
gatccoctega gaagettgte a 1221

<210>19

<211> 1221

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 19

74
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gtcagecggee gcaccggtac gegtccacca tggccctgca gaaaaagetg gaagagcetgg 60
aactggatgg cagctaccce ggccaccage acgccagege cttogaccag gocgoccogea 120
gccgeggeca cagcaacggc agcaccgcac tgcggccagg atctcagcag gaggccaccg 180
aggtgegece cgagcagaag atgcccaccece tgetgegegt gtacatcgac ggaccacacg 240
gcatgggcaa gaccaccacc acccagctge tggtggcocecct gggcagccge gacgacatcg 300
tgtacgtgce cgagcccatg acctactgge gegtgetggg cgoccagegag accatcgeca 360
acatctacac cacccagcac cgcctggacc aaggcgagat cagcgccggce gacgccgcecg 420
tggtgatgac cagcgecccag attacaatgg gcatgcceta cgecgtgace gacgecgtge 480
tggcaccaca catcggegge gaggocggca geagecacgce accaccacca gceactgacce 540
tgatcttega ccggcacceca atcttegcac tgctgtgeta cceggcagca cgctacctga 600
tgggctccat gacaccacaa gccgtgcetgg ccttegtgge cctgatccca ccaacactge 660
ceggcaccaa catcegtgetg ggegocetge cecgaggaccog ccacatcgac cgectggeca 720
agcgccagcg ccccggcecgag cgcctggace tggccatget ggccgeccatc cgecegegtgt 780
acggcectgcect ggccaacacce gtgcgctace tgcagtgegg cggcagcetgg cgcgaggact 840
ggggccagct gageggcace gecgtgccac cacagggcgc cgagccacag agcaacgccg 800
gaccacgacc acacatcgge gacaccctgt tcaccctgtt cecgggeacca gagetgetgg 960
caccaaacgg cgacctgtac aacgtgttecg cctgggeccet ggacgtgetg geccaagcogec 1020
tgcgctccat gcacgtgtte atcctggact acgaccagtc accggoccggce tgoccgogacg 1080
ccctgetgea getgaccage ggeatggtge agacccacgt gacaacaccce ggeageatcec 1140
caacaatctg cgacctggee cgecacectteg cccgegagat gggecgaggece aactaatagg 1200
gatccctega gaagettgte a 1221
5 <210> 20
<211> 1221
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

10 <220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 20
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gtcagecggee gcaccggtac gegtccacca tggectctgca gaaaaagetg gaagagcetgg 60
aactggatgg ctettatcet ggacatcage atgettcotge ttttgatcag getgeocagat 120
ctagaggaca ttctaatggc agcacagcac tgcggccagg atctcagcag gaagctacag 180
aagtgagacc tgaacagaaa atgcctacac tgctgagagt gtatattgat ggaccacatg 240
gaatgggaaa aacaaccaca acccagctgce tggtggctct cggatctaga gatgatattg 300
tgtatgtgcc tgaacctatg acatattgga gagtgctggg agcttctgaa acaattgceta 360
atatctatac aacacagcat agactggatc aaggagaaat ttctgcecgga gatgectgeceg 420
tggtgatgac atctgetcag attacaatgg gaatgcctta tgetgtgaca gatgetgtge 480
tggcaccaca tattggagge gaagcetggaa getctcatge accaccacca geactgacac 540
tgatttttga tcggcatcca attgcacate tgcetgtgtta tecggcagea agatatcetga 600
tgggaagecat gacaccacaa gecgtgetgg cttttgtgge tectgatteca ccaacactge 660
ctggaacaaa catcgtgetg ggagetcectge ctgaagatag acatatcgat cggetggeca 720
aacggcagag acctggagaa cggctggate tggccatget ggectgecatt cggagagtgt 780
atggcctget ggctaacaca gtgagatatc tgcagtgtgg aggectcecttgg agagaggatt 840
ggggacagct gtctggcaca gectgtgccac cacagggagc cgaaccacag agcaatgetg 500
gaccacgacc acatatcgga gacacactgt ttacactgtt tegggecacca gaactgetgg 960
caccaaatgg agacctgtac aacgtgtttg cctgggctect ggatgtgctg gctaaacgge 1020
tgagatctat gcatgtgttt atcctggact atgatcagtc accggecgga tgtegegatg 1080
cectgetgea getgacatet gggatggtge agacacatgt gacaacacct ggatctatcece 1140
caacaatctg tgatctgget agaacattcg ctagggagat gggagaggcc aactaatgag 1200
gatccoctoga gaagettgte a 1221
5 <210> 21
<211> 1221
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

10 <220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: polinucledtido sintético

<400> 21
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gtcagecggece gcaccggtac gegtccacca tggctctgca gaaaaagetg gaagagetgg 60
aactggatgg ctcttatcct ggacatcagec atgcttctgce ttttgatcag gctgccagat 120
ctagaggaca ttctaatgge ageacagcac tgeggecagg atctcecageag gaagcetacag 180
aagtgagacc tgaacagaaa atgcctacac tgctgagagt gtatattgat ggaccacatg 240
gaatgggaaa aacaaccaca acccagctgc tggtggctct cggatctaga gatgatattg 300
tgtatgtgec tgaacctatg acatattgga gagtgectggg agcttctgaa acaattgcecta 360
atatctatac aacacagcat agactggatc aaggagaaat ttctgcecgga gatgctgeceg 420
tggtgatgac atctgectcag attacaatgg gaatgecctta tgetgtgaca gatgetgtge 480
tggcaccaca tattggaggce gaagctggaa gctctcatge accaccacca gcactgacac 540
tgatttttga teggecatecca attttegecac tgectgtgtta tecggecagea agatatetga 600
tgggaagcat gacaccacaa gccgtgectgg cttttgtgge tctgattcca ccaacactge 660
ctggaacaaa catcgtgetg ggagetctge ctgaagatag acatatcgat cggetggeca 720
aacggcagag acctggagaa cggctggatce tggccatget ggetgecatt cggagagtgt 780
atggcctget ggctaacaca gtgagatatce tgcagtgtgg aggetettgg agagaggatt 840
ggggacagcet gtctggcaca getgtgeccac cacagggagc cgaaccacag agcaatgcectg 800
gaccacgacc acatatcgga gacacactgt ttacactgtt tcgggcacca gaactgctgg 960
caccaaatgg agacctgtac aacgtgtttg cctgggectct ggatgtgetg gectaaacgge 1020
tgagatctat gcatgtgttt atcctggact atgatcagtc accggccgga tgtcgecgatg 1080
cectgetgea getgacatcet gggatggtge agacacatgt gacaacacct ggatctatcce 1140
caacaatcetg tgatcectgget agaacatteg ctagggagat gggagaggece aactaatgag 1200
gatccctcga gaagettgte a 1221
5 <210> 22
<211> 1185
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

10 <220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: polinucleétido sintético

<400> 22
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gtcagcggecc gcaccggtac gegtccacca tggccagcta ccccggeccac cagcacgceca 60
gegecttega ccaggeccgee cgcagecgeg gocacagcaa cggcagcace gcactgegge 120
caggatctca gcaggaggcc accgaggtge gccccgagca gaagatgccecce accctgetge 180
gcgtgtacat cgacggacca cacggcatgg gcaagaccac caccacccag ctgctggtgg 240
ccectgggecag ccgcegacgac atcgtgtacg tgeccecgagee catgacctac tggegegtge 300
tgggcgecag cgagaccatc gccaacatct acaccaccca gcaccgectg gaccaaggceg 360
agatcagcgc cggcgacgcec gccgtggtga tgaccagcge ccagattaca atgggcatge 420
cctacgeegt gaccgacgece gtgectggcac cacacatcgg cggcgaggec ggcagcagec 480
acgcaccacc accagcactg accctgatct tcgaccggca cccaatcgca cacctgectgt 540
gctaccecgge agcacgctac ctgatggget ccatgacacc acaagecegtg ctggectteg 600
tggcecctgat cccaccaaca ctgcccggeca ccaacatcgt getgggegece ctgecccgagg 660
accgccacat cgaccgectg gccaagcgcc agcgccccgg cgagcgectg gacctggeca 720
tgetggeege catccegeege gtgtacggee tgectggeccaa caccegtgege tacctgeagt 780
gcggeggeag ctggegecgag gactggggec agctgagegg caccgecgtg ccaccacagg 840
gcgccgagec acagagcaac gcecggaccac gaccacacat cggcgacace ctgttcacce 900
tgttccggge accagagetg ctggcaccaa acggcegacct gtacaacgtg ttcgectggg 960
ccctggacgt gctggccaag cgcctgeget ccatgcacgt gttcatcctg gactacgacce 1020
agtcaccggc cggctgeccge gacgccctge tgcagctgac cagceggcatg gtgcagaccce 1080
acgtgacaac acccggcagc atcccaacaa tctgcgacct ggcccgcace ttcgeccegeg 1140
agatgggcga ggccaactaa tagggatccc tcgagaagcet tgtca 1185

<210> 23

<211> 36

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Descripcion de desconocido: oligonucledétido de sefal de exportacion nuclear

<400> 23

ctgcagaaaa agctggaaga gctggaactg gatgge 36

<210> 24

<211> 12

<212> PRT

<213> Desconocido
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<220>
<223> Descripcion de desconocido: péptido de sefial de exportacion nuclear
<400> 24

Leu Gln Lys Lys Leu Glu Glu Leu Glu Leu Asp Gly
1 5 10

<210> 25

<211>10

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: péptido del resto dirigido de exportacion nuclear

<400> 25

Trp Arg Glu Pro Ser Phe Met Ala Leu Ser
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Una particula retroviral que comprende un polinucledtido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y un sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo; para su uso en un
procedimiento para identificar a un paciente con lesiones capaces de beneficiarse del tratamiento con terapia génica,
comprendiendo dicho procedimiento:

a) administrar al paciente la particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una
secuencia de exportacion nuclear (NES);

b) administrar al paciente el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo;

c) medir la cantidad relativa y la ubicacion de la sefial radioactiva presente en el paciente; y

d) determinar la ubicacién de las lesiones en el paciente, donde los pacientes que tienen (i) una ubicacion de sefial
radioactiva se correlacionan con las lesiones medidas en la etapa (d), y (ii) sefiales radioactivas por encima de un
determinado umbral; se identifican como capaces de beneficiarse del tratamiento de terapia génica.

2. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, donde el sustrato de HSV-TK se elige de entre el grupo que consiste en FHBG (9-[4-fluoro-3-
(hidroximetil)butillguanina), FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxi] metil)guanina), FGCV (fluoroganciclovir), FPCV
(fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU (fluoro-5-etil-1-beta-D-
arabinofuranosiluracilo), FMAU (fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP  (6-((1-fluoro-3-
hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir, valacivlovir,
penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-FEP), o
derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas laterales
similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir.

3. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para el uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, donde el nivel umbral es de al menos por encima de 2,0 SUV (valor de captacion estandarizado) o
de al menos 20 % por encima del fondo en una exploracion de tomografia por emision de positrones (PET).

4. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para el uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, donde el nivel umbral esta entre 1,0 SUV y 3,0 SUV, o entre 20 % a 40 % por encima del fondo en
una exploracion PET

5. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para el uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, a) donde la secuencia de localizacién nuclear viral (NLS) del polinucleétido HSV-TK codificado esta
mutada en relacion con un polinucleétido HSV-TK de tipo silvestre, y/o b) donde el polinucleétido timidina quinasa
estd mutado en relacién con un polinucleétido HSV-TK de tipo silvestre para aumentar la unién al sustrato de la
proteina timidina quinasa expresada.

6. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para el uso de acuerdo con la
reivindicacion 1, donde el polinucleétido HSV-TK comprende una mutacion A168H.

7. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para el uso de acuerdo con la
reivindicaciéon 1, donde la particula retroviral comprende el polinucleétido de la SEQ ID NO:18.

8. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para el uso de acuerdo con la
reivindicacion 7, donde la particula retroviral comprende ademas un polinucleétido que codifica una proteina dirigida
expresada en la envoltura viral de la particula retroviral.

9. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y un sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para el uso de acuerdo con la
reivindicacion 1:

que comprende ademas tratar a dicho paciente con la particula retroviral que comprende un polinucledtido HSV-TK
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si: (i) la sefial radioactiva medida en el paciente esta por encima del umbral, y (ii) la ubicacion de la sefial radioactiva
medida se correlaciona con la ubicacién de las lesiones medidas en la etapa (d).

10. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para cualquiera de los usos de
acuerdo con la reivindicacion 9, donde el sustrato de HSV-TK se elige de entre el grupo que consiste en FHBG (9-[4-
fluoro-3-(hidroximetil)butillguanina), FHPG (9-([3-fluoro-1-hidroxi-2-propoxi] metil)guanina), FGCV (fluoroganciclovir),
FPCV (fluoropenciclovir), FIAU (1-(2'-deoxi-2'-fluoro-1-B-D-arabinofuranosil)-5-iodouracilo), FEAU (fluoro-5-etil-1-
beta-D-arabinofuranosiluracilo), FMAU (fluoro-5-metil-1-beta-D-arabinofuranosiluracilo), FHOMP (6-((1-fluoro-3-
hidroxipropan-2-iloxi)metil)-5-metilpririmidina-2,4(1H, 3H)-diona), ganciclovir, valganciclovir, aciclovir, valacivlovir,
penciclovir, pirimidina radiomarcada con cadena lateral 4-hidroxi-3-(hidroximetil)butilo en N-1 (HHG-5-FEP), o
derivados de pirimidina sustituidos con 5-(2-)hidroxietilo) y 5-(3-hidroxipropilo) que contienen cadenas laterales
similares al 2,3-dihidroxipropilo, aciclovir, ganciclovir y penciclovir.

11. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear, y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para cualquiera de los usos de
acuerdo con la reivindicacién 9, donde el nivel umbral es de al menos por encima de 2,0 SUV (valor de captacion
estandarizado) o de al menos 20 % por encima del fondo en una exploracion PET.

12. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear, y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para cualquiera de los usos de
acuerdo con la reivindicacion 9, donde el nivel umbral esta entre 1,0 SUB y 3,0 SUV.

13. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear (NES), y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para cualquiera de los usos de
acuerdo con la reivindicacion 9, a) donde la secuencia de localizaciéon nuclear viral (NLS) del polinucleétido HSV-TK
codificado esta mutada en relacién con un polinucleétido HSV-TK de tipo silvestre, y/o b) donde el polinucledtido de
timidina quinasa esta mutado en relacién con un polinucleétido HSV-TK de tipo silvestre para aumentar la unién al
sustrato de la proteina timidina quinasa expresada.

14. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear, y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para cualquiera de los usos de
acuerdo con la reivindicacion 9, donde la particula retroviral comprende el polinucleétido de la SEQ ID NO:18.

15. La particula retroviral que comprende un polinucleétido HSV-TK que comprende una secuencia de
exportacion nuclear, y el sustrato de HSV-TK unido a un indicador radioactivo, para cualquiera de los usos de
acuerdo con la reivindicacion 14, que comprende ademas una proteina dirigida expresada en la envoltura viral de la
particula retroviral.
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FIG. 3

Esquema para la fase IA (ciclo de 3 semanas)
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 8
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FIG. 9
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