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DESCRIPCION
Métodos para inducir la capacidad de respuesta a un agente antiangiogénico
Antecedentes de la descripcion

La angiogénesis es una caracteristica importante y habitual de varias patologias. Entre estas, se encuentran
enfermedades en las que la angiogénesis puede mejorar la condicién de la enfermedad (tales como la enfermedad
cardiaca isquémica) y enfermedades en las que una angiogénesis excesiva es parte de la patologia y, por tanto,
debe eliminarse. Estas Ultimas enfermedades incluyen diabetes (retinopatia diabética), enfermedades
cardiovasculares (aterosclerosis), inflamacion crénica (artritis reumatoide), y cancer. La angiogénesis aparece en
tumores y permite su crecimiento, invasién y metastasis. En 1971, Folkman propuso que el crecimiento de los
tumores y las metastasis dependen de la angiogénesis y, por tanto, la inhibicion de la angiogénesis puede ser una
estrategia para detener el crecimiento tumoral.

Existen varias moléculas implicadas en la angiogénesis, desde factores de transcripcion hasta factores de
crecimiento. La hipoxia es un factor ambiental importante que conduce a la neovascularizacién e induce la liberacion
de varias citoquinas que son factores proangiogénicos. Entre estas se encuentran los factores de crecimiento
endotelial vascular ("vascular endothelial growth factors”, VEGF) y sus receptores, miembros de la familia de la
angiopoyetina, factor de crecimiento de fibroblastos basico, y endotelina-1 (ET-1). Estos factores estan implicados
en la induccion de la angiogénesis a través de la activacion, la proliferacion y la migracion de células endoteliales.

Se han ensayado formas recombinantes de los inhibidores enddgenos de la angiogénesis para el tratamiento del
cancer. Los potenciales inconvenientes farmacocinéticos, biotecnoldgicos y econémicos de la administracién crénica
de estos inhibidores recombinantes han conducido a los cientificos a desarrollar otras estrategias.

El desarrollo del anticuerpo monoclonal anti-VEGF bevacizumab ha validado una estrategia antiangiogénica como
modalidad terapéutica complementaria a la quimioterapia. Varios inhibidores de molécula pequefa, que incluyen
inhibidores de tirosina quinasa de segunda generacion de multiples dianas también son prometedores como agentes
antiangiogénicos para el cancer.

Sin embargo, los potenciales inconvenientes farmacocinéticos y econdmicos de la administracion cronica de
inhibidores recombinantes, anticuerpos y moléculas pequenas, asi como la actividad limitada manifestada cuando se
aplican como monoterapia, han conducido a los cientificos a evaluar la terapia génica antiangiogénica. La terapia
génica es una modalidad emergente para tratar enfermedades humanas heredadas y adquiridas. Sin embargo,
existen una serie de obstaculos que limitan el éxito de la terapia génica, que incluyen la duracién de la expresién, la
induccion de la respuesta inmunolégica, la citotoxicidad de los vectores y la especificidad de tejido. Se han
propuesto dos estrategias generales para la terapia génica del cancer: la terapia génica dirigida a tumor o la terapia
génica sistémica. La falta de éxito para dirigir los productos de la terapia génica a las células cancerosas o su
entorno mediante tratamientos sistémicos provoca que la mayoria de las terapias se administren al propio tumor. Se
describe un vector para tratar el cancer en Triozzi et al. (2011), Expert Opinion on Biological Therapy, 11(12), 1669-
76,y en Breitbart et al. (2011), American Association for Cance Research Proceedings, 71(8), 1-2.

Breve sumario de la descripcion

La presente invencién se refiere a las realizaciones segun se definen en las reivindicaciones. Asi, se refiere a los
siguientes puntos:

1. Un vector que comprende la secuencia de nucleotidos indicada en SEQ ID NO:19 para su uso para tratar un
tumor en un sujeto que lo necesita en combinacion con bevacizumab, en el que: (i) el vector se administra al sujeto
antes que el bevacizumab, (ii) la capacidad de respuesta del tumor al bevacizumab se induce o mejora después de
la administracion del vector, comparada con la capacidad de respuesta del tumor al bevacizumab sin la
administracion del vector, y (iii) el tumor se deriva o esté asociado con un glioblastoma multiforme recurrente.

2. El vector para el uso del punto 1, en el que la capacidad de respuesta al bevacizumab es una propiedad
antiangiogénesis del bevacizumab.

3. El vector para el uso del punto 1 0 2, en el que la capacidad de respuesta al bevacizumab es un efecto
antitumoral del bevacizumab.

4. El vector para el uso de uno cualquiera de los puntos 1 a 3, en el que el vector se administra en una cantidad
eficaz de al menos aproximadamente 1x10"" particulas de virus, al menos aproximadamente 1x10'2 particulas de
virus, al menos aproximadamente 1x10'® particulas de virus, o al menos aproximadamente 1x10'4 particulas de
virus.

5. El vector para el uso de uno cualquiera de los puntos 1 a 4, en el que el bevacizumab se administra en una
cantidad eficaz menor que aproximadamente 15 mg/kg, 14 mg/kg, 13 mg/kg, 12 mg/kg, 11 mg/kg, 10 mg/kg, 9
mg/kg, 8 mg/kg, 7 mg/kg, 6 mg/kg, 5 mg/kg, 4 mg/kg, 3 mg/kg, 2 mg/kg, o 1 mg/kg.
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6. El vector para el uso de uno cualquiera de los puntos 1 a 5, en el que el vector se administra en una cantidad
eficaz de 3x10'2a 1x10'3 particulas de virus, y el bevacizumab se administra en una cantidad eficaz de 5 mg/kg a
15 mg/kg.

7. El vector para el uso de uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que el vector se administra repetidas veces.

8. El vector para el uso de uno cualquiera de los puntos 1 a 7, en el que el bevacizumab se administra repetidas
veces.

9. El vector para el uso de uno cualquiera de los puntos 1 a 8, en el que el vector se administra repetidas veces
cada dos meses en una cantidad eficaz de 1x10'3 particulas de virus, y el bevacizumab se administra repetidas
veces cada dos semanas en una cantidad eficaz de 10 mg/kg.

La presente descripcién se dirige a un método para inducir o mejorar la capacidad de respuesta a un antagonista del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar un vector
que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales y el
antagonista de VEGF al sujeto, en el que la capacidad de respuesta al antagonista de VEGF se induce o mejora
después de la administracion del vector, comparado con la capacidad de respuesta al antagonista de VEGF sin la
administracion del vector. La descripcién se dirige ademas a un método para inducir o mejorar la capacidad de
respuesta a un antagonista de VEGF en una poblacién de sujetos que lo necesita, que comprende administrar un
vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales
y el antagonista de VEGF al sujeto, en el que la capacidad de respuesta al antagonista de VEGF se induce o mejora
después de la administraciéon del vector, comparado con la capacidad de respuesta al antagonista de VEGF sin la
administracién del vector.

En un aspecto, el sujeto o la poblacion de sujetos necesita inducir o mejorar la capacidad de respuesta a un
antagonista de VEGF. En una realizacién, la capacidad de respuesta al antagonista de VEGF es una propiedad
antiangiogénesis del antagonista de VEGF. En otra realizacion, la capacidad de respuesta al antagonista de VEGF
es un efecto antitumoral del antagonista de VEGF.

En otro aspecto, el antagonista de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF o una molécula de unién a VEGF. En un
aspecto de la presente invencion, el antagonista de VEGF es bevacizumab.

En algunos aspectos, el vector que comprende un gen de quimera-Fas codifica un polipéptido que comprende un
dominio extracelular de un polipéptido de receptor 1 de TNF ("TNF Receptor 1", TNFR1) condensado con un dominio
transmembrana y un dominio intracelular de un polipéptido de Fas.

Una caracteristica de la presente descripcion consiste en que el vector y el antagonista de VEGF se administran al
mismo tiempo o de modo secuencial. Otra caracteristica de la invencién consiste en que el vector se administra
antes que el antagonista de VEGF.

En una realizacion, el vector se administra en una cantidad eficaz igual o menor que aproximadamente 1x10'3,
9x10'2, 8x10'2, 7x10'2, 6x10'2, 5x10'2, 4x10"2, 3x10'2, 2x10'2, 1x10'2, 9x10'", 8x10'", 7x10", 6x10"", 5x10™,
4x10", 3x10"", 2x10™", 1x10"", 9x1019, 8x10'°, 7x10%, 6x10'9, 5x10'°, 4x10'°, 3x10'%, 2x10'°, 0 1x10'0 particulas
de virus.

En una realizacion, el vector se administra en una cantidad eficaz de al menos aproximadamente 1x10'! particulas
de virus. En otra realizacion, el vector se administra en una cantidad eficaz de al menos aproximadamente 1x10'?
particulas de virus. En otra realizacién, el vector se administra en una cantidad eficaz de al menos aproximadamente
1x10'3 particulas de virus. En ofra realizacién, el vector se administra en una cantidad eficaz de al menos
aproximadamente 1x10'*particulas de virus.

En otra realizacién de la presente invencién, el bevacizumab se administra en una cantidad eficaz igual o menor que
aproximadamente 15 mg/kg, 14 mg/kg, 13 mg/kg, 12 mg/kg, 11 mg/kg, 10 mg/kg, 9 mg/kg, 8 mg/kg, 7 mg/kg, 6
mg/kg, 5 mg/kg, 4 mg/kg, 3 mg/kg, 2 mg/kg, o 1 mg/kg.

En otra realizacion de la presente invencion, el vector se administra en una cantidad eficaz de 3x10'2a 1x10'®
particulas de virus, y el bevacizumab se administra en una cantidad eficaz de 5 mg/kg a 15 mg/kg.

En otras realizaciones, el antagonista de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF de unién al receptor o una molécula de
unién al receptor de VEGF. En otra realizacion, el anticuerpo anti-VEGF de unién al receptor es un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, un anticuerpo monocatenario 0 un anticuerpo
quimérico. Por ejemplo, un antagonista de VEGF puede seleccionarse de bevacizumab, ranibizumab, VGX-100, r84,
aflibercept, IMC-18F1, IMC-1C11, ramucirumab, y cualquiera de sus combinaciones.

En algunas realizaciones, el vector se administra repetidas veces. El vector puede administrarse repetidas veces a
diario, una vez en aproximadamente 2 dias, una vez en aproximadamente 3 dias, una vez en aproximadamente 4
dias, una vez en aproximadamente 5 dias, una vez en aproximadamente 6 dias, una vez en aproximadamente 7
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dias, una vez en aproximadamente 2 semanas, una vez en aproximadamente 3 semanas, una vez en
aproximadamente 4 semanas, una vez en aproximadamente 5 semanas, una vez en aproximadamente 6 semanas,
una vez en aproximadamente 7 semanas, una vez en aproximadamente 2 meses, 0 una vez en aproximadamente 6
meses. En ciertas realizaciones, el bevacizumab se administra repetidas veces. En otra realizacién de la invencion,
el bevacizumab se administra repetidas veces una vez en aproximadamente 7 dias, una vez en aproximadamente 2
semanas, una vez en aproximadamente 3 semanas, una vez en aproximadamente 4 semanas, una vez en
aproximadamente 2 meses, una vez en aproximadamente 3 meses, una vez en aproximadamente 4 meses, una vez
en aproximadamente 5 meses, 0 una vez en aproximadamente 6 meses.

Realizaciones

E1. Un método para inducir la apoptosis de una célula endotelial en un tumor de un sujeto que lo necesita, que
comprende administrar un antagonista de VEGF al sujeto, en el que al sujeto se le administra un vector que
comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales antes de
la administracién del antagonista de VEGF, y en el que la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF
aumenta después de la administracion del vector.

E2. Un método para inducir la apoptosis de una célula endotelial en un tumor de un sujeto que lo necesita, que
comprende:

(i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-FAS unido operablemente a un promotor especifico de
células endoteliales, en el que la capacidad de respuesta del sujeto a un antagonista de VEGF aumenta después
de la administracion del vector, y

(if) administrar el antagonista de VEGF al sujeto.

E3. Un método para inducir la apoptosis de una célula endotelial en un tumor de un sujeto que lo necesita, que
comprende:

(i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-FAS unido operablemente a un promotor especifico de
células endoteliales,

(il) administrar el antagonista de VEGF al sujeto, y

(iii) medir la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF, en el que la capacidad de respuesta del
sujeto aumenta después de la administracion del vector.

E4. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E3, en el que el tamafio del tumor del sujeto se reduce
después de la administracion del antagonista de VEGF.

E5. Un método para reducir el tamafio de un tumor en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar un
antagonista de VEGF al sujeto, en el que al sujeto se le administra un vector que comprende un gen de quimera-Fas
unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales antes de la administracién del antagonista de
VEGF, en el que la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF aumenta después de la
administracion del vector y antes de la administracion del antagonista de VEGF, y en el que el tamafo del tumor en
el sujeto se reduce después de la administracion del antagonista de VEGF.

E6. Un método para reducir el tamafio de un tumor en un sujeto que lo necesita, que comprende:

(i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-FAS unido operablemente a un promotor especifico de
células endoteliales, en el que la capacidad de respuesta del sujeto a un antagonista de VEGF aumenta después
de la administracion del vector, y

(il) administrar el antagonista de VEGF al sujeto, en el que el tamario del tumor del sujeto se reduce después de la
administracién del antagonista de VEGF.

E7. Un método para reducir el tamafio de un tumor en un sujeto que lo necesita, que comprende:

(i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-FAS unido operablemente a un promotor especifico de
células endoteliales,

(i) administrar el antagonista de VEGF al sujeto, y

(iii) medir la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF, en el que la capacidad de respuesta del
sujeto al antagonista de VEGF aumenta después de la administracién del vector.

E8. El método de una cualquiera de las realizaciones E4 a E7, en el que el tamafio del tumor se reduce comparado
con el tamano del tumor de un sujeto al que no se le administra el vector antes de la administracién del antagonista
de VEGF.
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E9. El método de una cualquiera de las realizaciones E4 a E8, en el que el tamario del tumor se mide comparando el
tamafno del tumor antes de la administracién del antagonista de VEGF y el tamano del tumor después de la
administracion del antagonista de VEGF.

E10. Un método para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con un tumor en un sujeto, que comprende
administrar un antagonista de VEGF a un sujeto que lo necesita, en el que al sujeto se le administra un vector que
comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales antes de
la administracién del antagonista de VEGF, y en el que la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF
aumenta después de la administracion del vector y antes de la administracion del antagonista de VEGF.

E11. Un método para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con un tumor en un sujeto, que comprende:

(i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-FAS unido operablemente a un promotor especifico de
células endoteliales, en el que la capacidad de respuesta del sujeto a un antagonista de VEGF aumenta después
de la administracion del vector, y

(i) administrar el antagonista de VEGF al sujeto.
E12. Un método para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con un tumor en un sujeto, que comprende:

(i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-FAS unido operablemente a un promotor especifico de
células endoteliales,

(i) administrar el antagonista de VEGF al sujeto, y

(iii) medir la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF, en el que la capacidad de respuesta del
sujeto al antagonista de VEGF aumenta después de la administracion del vector.

E13. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E12, en el que el tumor del sujeto progresa después de
la administracion del vector.

E14. Un método para identificar un candidato para una terapia con un antagonista de VEGF, que comprende (i)
medir el tamafo de un tumor de un sujeto al que se le ha diagnosticado un tumor antes de administrar un vector que
comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales al sujeto,
y (ii) medir la progresion del tumor después de la administracion del vector, en el que el sujeto se identifica como un
candidato después de que el tumor haya progresado.

E15. Un método para identificar un candidato para una terapia con un antagonista de VEGF, que comprende (i)
medir el tamafo de un tumor de un sujeto al que se le ha diagnosticado un tumor antes de administrar un vector que
comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales al sujeto,
(if) medir la progresion del tumor después de la administracion del vector, en el que el sujeto se identifica como un
candidato después de que el tumor haya progresado, y (iii) dar instrucciones a un asistente médico para que
administre un antagonista de VEGF al sujeto.

E16. El método de una cualquiera de las realizaciones E13 a E15, en el que la progresién del tumor se mide
mediante el crecimiento del tumor.

E17. El método de la realizacion E16, en el que el crecimiento del tumor se mide mediante MRI.

E18. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E17, en el que el tumor del sujeto es un tumor
recurrente que surge durante el tratamiento con el vector.

E19. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E18, en el que el tumor del sujeto es un tumor
metastasico que surge durante el tratamiento con el vector.

E20. El método de una cualquiera de las realizaciones E13-E19, en el que la progresion del tumor se mide al menos
tres semanas, al menos cuatro semanas, al menos un mes, al menos cinco semanas, al menos seis semanas, al
menos siete semanas, al menos ocho semanas, al menos nueve semanas, al menos diez semanas, al menos 11
semanas, al menos 12 semanas, al menos 13 semanas, al menos 14 semanas, al menos 15 semanas, o al menos
16 semanas después de la administracion del vector.

E21. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E20, en el que el tamafio del tumor se mide 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, o al menos ocho semanas antes de la administracion del vector.

E22. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E21, en el que el antagonista de VEGF se administra
repetidas veces después de determinar que el tumor del sujeto ha progresado.

E23. El método de la realizacion E22, en el que el antagonista de VEGF se administra repetidas veces una vez en



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2774964 T3

aproximadamente 7 dias, una vez en aproximadamente diez dias, una vez en aproximadamente 2 semanas, una
vez en aproximadamente 3 semanas, una vez en aproximadamente 4 semanas, una vez en aproximadamente 2
meses, una vez en aproximadamente 3 meses, una vez en aproximadamente 4 meses, una vez en
aproximadamente 5 meses, 0 una vez en aproximadamente 6 meses.

E24. El método de la realizacion E22, en el que el antagonista de VEGF se administra repetidas veces una vez en
aproximadamente dos semanas.

E25. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E24, en el que el vector se administra repetidas veces
después de administrar el antagonista de VEGF.

E26. El método de la realizacion E25, en el que el vector se administra repetidas veces a diario, una vez en
aproximadamente 2 dias, una vez en aproximadamente 3 dias, una vez en aproximadamente 4 dias, una vez en
aproximadamente 5 dias, una vez en aproximadamente 6 dias, una vez en aproximadamente 7 dias, una vez en
aproximadamente 2 semanas, una vez en aproximadamente 3 semanas, una vez en aproximadamente 4 semanas,
una vez en aproximadamente 5 semanas, una vez en aproximadamente 6 semanas, una vez en aproximadamente 7
semanas, una vez en aproximadamente 8 semanas, una vez en aproximadamente 9 semanas, una vez en
aproximadamente 2 meses, una vez en aproximadamente 3 meses, una vez en aproximadamente 4 meses, una vez
en aproximadamente 5, o una vez en aproximadamente 6 meses.

E27. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E26, en el que el vector se administra cada 2 meses, y
el bevacizumab se administra cada 2 semanas.

E28. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E27, en el que el sujeto necesita una capacidad de
respuesta inducida a un antagonista de VEGF.

E29. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E27, en el que el sujeto necesita una capacidad de
respuesta mejorada a un antagonista de VEGF.

E30. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E29, en el que la capacidad de respuesta del sujeto al
antagonista de VEGF es una propiedad antiangiogénesis del antagonista de VEGF.

E31. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E30, en el que la capacidad de respuesta del sujeto al
antagonista de VEGF es un efecto antitumoral del antagonista de VEGF.

E32. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E31, en el que el antagonista de VEGF es un anticuerpo
anti-VEGF o una molécula de unién a VEGF.

E33. El método de la realizacién E32, en el que el anticuerpo anti-VEGF es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
humanizado, un anticuerpo humano, un anticuerpo monocatenario o un anticuerpo quimérico.

E34. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E33, en el que el antagonista de VEGF comprende Fab,
F(ab)2, Fv, o scFv.

E35. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E34, en el que el antagonista de VEGF es un anticuerpo
anti-VEGF de unidn al receptor o una molécula de unién al receptor de VEGF.

E36. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E35, en el que el antagonista de VEGF se selecciona de
bevacizumab, ranibizumab, VGX-100, r84, aflibercept, IMC-18F1, IMC-1C11, ramucirumab, y cualquiera de sus
combinaciones.

E37. El método de la realizacion E36, en el que el antagonista de VEGF es bevacizumab.

E38. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E37, en el que el producto del gen de quimera-Fas
comprende un polipéptido que comprende un dominio extracelular de un polipéptido de receptor 1 de TNF (TNFR1)
condensado con un dominio transmembrana y un dominio intracelular de un polipéptido de Fas.

E39. El método de la realizacion E38, en el que el dominio extracelular del TNFR1 comprende una secuencia de
aminoacidos al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:4, en el que el
dominio extracelular de TNFR1 es capaz de unirse a TNF-a.

E40. El método de la realizacién E39, en el que el dominio transmembrana y el dominio intracelular del polipéptido
de Fas comprende una secuencia de aminodcidos al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
idéntica a SEQ ID NO:8, en el que el dominio transmembrana y el dominio intracelular del polipéptido de Fas es
capaz de inducir una apoptosis mediada por Fas.

E41. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E40, en el que el gen de quimera-Fas comprende una
primera secuencia de nucleotidos que es al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a
SEQ ID NO:3, y una segunda secuencia de nucleétidos que es al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
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99% 0 100% idéntica a SEQ ID NO:7.

E42. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E41, en el que el promotor especifico de células
endoteliales comprende un promotor PPE-1.

E43. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E42, en el que el promotor especifico de células
endoteliales comprende ademas un potenciador.

E44. El método de la realizacién E43, en el que el potenciador comprende una secuencia de nucleétidos al menos
70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:15 o SEQ ID NO:16, en el que el
potenciador induce una especificidad de células endoteliales mejorada, comparado con un promotor especifico de
células endoteliales sin el potenciador.

E45. El método de la realizacion E44, en el que el potenciador comprende SEQ ID NO:11 o SEQ ID NO:12.
E46. El método de la realizacion E45, en el que el potenciador comprende ademas SEQ ID NO:13 o SEQ ID NO:14.

E47. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E46, en el que el promotor especifico de células
endoteliales es un promotor PPE-1-3X.

E48. El método de la realizacion E47, en el que el promotor PPE-1-3X comprende una secuencia de nucledtidos al
menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:18, en el que el promotor PPE-1-
3X es capaz de dirigir la expresion del gen de quimera-Fas en células endoteliales.

E49. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E48, en el que el vector no contiene una region E1 de
un adenovirus.

E50. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E49, en el que el vector y el antagonista de VEGF se
administran al mismo tiempo o de modo secuencial.

E51. El método de la realizacion E50, en el que el vector se administra antes del antagonista de VEGF.

E52. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E51, en el que el vector se administra en una cantidad
eficaz igual o menor que aproximadamente 1x10'3, 9x10'2, 8x10'2, 7x10'2, 6x10'2, 5x10'2, 4x10'2, 3x10'2, 2x1072,
1x10'2, 9x10", 8x10", 7x10"", 6x10", 5x10"", 4x10'", 3x10"", 2x10™", 1x10'", 9x10%0, 8x10'%, 7x10'9, 6x10'0, 5x10°,
4x10%, 3x10"°, 2x10'°, 0 1x10'° particulas de virus.

E53. El método de una cualquiera de las realizaciones E36 a E52, en el que el bevacizumab se administra en una
cantidad eficaz menor que aproximadamente 15 mg/kg, 14 mg/kg, 13 mg/kg, 12 mg/kg, 11 mg/kg, 10 mg/kg, 9
mg/kg, 8 mg/kg, 7 mg/kg, 6 mg/kg, 5 mg/kg, 4 mg/kg, 3 mg/kg, 2 mg/kg, o 1 mg/kg.

E54. El método de una cualquiera de las realizaciones E36 a E53, en el que el vector se administra en una cantidad
eficaz de 3x10'2a 1x10'3 particulas de virus, y el bevacizumab se administra en una cantidad eficaz de 5 mg/kg a
15 mg/kg.

E55. El método de una cualquiera de las realizaciones E32 a E54, en el que el anticuerpo anti-VEGF o la molécula
de union a VEGF comprende al menos una CDR seleccionada del grupo que consiste en Vi de CDR1 (SEQ ID
NO:28), Vi de CDR2 (SEQ ID NO:29), Vi de CDR3 (SEQ ID NO:30), V. de CDR1 (SEQ ID NO:31), Vi de CDR2
(SEQ ID NO:32), Vide CDR3 (SEQ ID NO:33), y cualquiera de sus combinaciones.

E56. El método de la realizaciéon E55, en el que el anticuerpo anti-VEGF o la molécula de union a VEGF comprende
Vude CDR1 (SEQ ID NO:28), Vi de CDR2 (SEQ ID NO:29), y Vide CDR3 (SEQ ID NO:30).

E57. El método de la realizaciéon E55, en el que el anticuerpo anti-VEGF o la molécula de union a VEGF comprende
Vide CDR1 (SEQ ID NO:31), VLde CDR2 (SEQ ID NO:32), y VL.de CDR3 (SEQ ID NO:33).

E58. El método de la realizaciéon E55, en el que el anticuerpo anti-VEGF o la molécula de union a VEGF comprende
Vu de CDR1 (SEQ ID NO:28), Vi de CDR2 (SEQ ID NO:29), Vi de CDR3 (SEQ ID NO:30), VL de CDR1 (SEQ ID
NO:31), VLde CDR2 (SEQ ID NO:32), y VL.de CDR3 (SEQ ID NO:33).

E59. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E58, en el que el sujeto necesita una reduccion de la
angiogénesis.

E60. El método de la realizacion E59, en el que el vector y el antagonista de VEGF reducen la angiogénesis.
E61. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E60, en el que el vector es un vector de adenovirus.
E62. El método de la realizacion E61, en el que el vector de adenovirus es un adenovirus de serotipo 5.

E63. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E62, en el que el vector comprende, consiste en o
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consiste fundamentalmente en la SEQ ID NO:19.

E64. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E63, en el que el vector es un virus aislado que tiene el
n? de registro de la European Collection of Cell Cultures (ECACC) 13021201.

E65. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E64, en el que el promotor comprende un elemento de
respuesta a la hipoxia.

E66. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E65, en el que el vector se administra en una cantidad
eficaz de aproximadamente 1x10'!, aproximadamente 1x10'2, aproximadamente 1x10'3, o aproximadamente 1x10%*
particulas de virus.

E67. El método de una cualquiera de las realizaciones E1 a E66, en el que el tumor es un tumor cerebral.
E68. El método de la realizacion E67, en el que el tumor cerebral es un glioblastoma multiforme.
Breve descripcion de los dibujos/figuras

La figura 1 muestra un régimen de terapia de combinacion de un adenovirus que comprende un gen de quimera-Fas
unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales (por ejemplo, VB-111) y bevacizumab (BEV).
Pueden administrarse 1x10'® PV de VB-111 cada ocho semanas, y el bevacizumab puede administrarse cada dos
semanas. Puede realizarse una evaluacion con MRI cada ocho semanas para evaluar la progresién del tumor.

La figura 2 muestra el tiempo para la progresion de la enfermedad del glioblastoma desde una primera recaida hasta
una segunda recaida en pacientes que reciben un régimen de terapia de combinacién de un adenovirus que
comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales (por
ejemplo, VB-111) y bevacizumab (BEV).

La figura 3 muestra un ejemplo de un paciente que ha sido tratado con un régimen de combinacion de un adenovirus
que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales (por
ejemplo, VB-111) y bevacizumab (BEV) tras la progresion de la enfermedad del glioblastoma.

Descripcion detallada de la invencion
I. Definiciones

A menos que se indique lo contrario, todos los términos y expresiones técnicos y cientificos empleados en la
presente tienen el mismo significado que el que entienden habitualmente los expertos en la técnica a la cual
pertenece esta invencién. En caso de conflicto, prevalecera la presente solicitud, incluyendo las definiciones. A
menos que el contexto indique lo contrario, los términos y expresiones en singular incluyen el plural, y los términos y
expresiones en plural incluyen el singular.

Aunque pueden emplearse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente en la
practica o el ensayo de la presente invencion, a continuacion se describen métodos y materiales adecuados. Los
materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes. Otras caracteristicas y ventajas
de la invencién seran evidentes a partir de la descripcion detallada y las reivindicaciones.

Para definir mas concretamente la invencién, en la presente se proporcionan los siguientes términos, expresiones y
definiciones.

El término “aproximadamente” significa en la presente alrededor de, mas o menos, o en la region de. Cuando se
emplea el término “aproximadamente” junto con un intervalo numérico, el término modifica ese intervalo extendiendo
los limites por encima y por debajo de los valores numéricos indicados. En general, el término “aproximadamente” se
usa en la presente para modificar un valor numérico por encima y por debajo del valor indicado en una varianza del
10%, arriba o abajo (mas alto o mas bajo).

Tal como se emplea en la presente, un “anticuerpo” significa una inmunoglobulina intacta, uno de sus fragmentos de
unién al antigeno, o una molécula de union al antigeno. Los anticuerpos de esta invencién pueden ser de cualquier
isotipo o clase (por ejemplo, M, D, G, E y A) o de cualquier subclase (por ejemplo, G1-4, A1-2), y pueden tener una
cadena ligera kappa (k) o lambda (A).

La expresion “cantidad eficaz”, tal como se emplea en la presente, se refiere a una cantidad eficaz, en las
dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr un resultado deseado. Un resultado deseado
puede ser, por ejemplo, la reduccion o la inhibicién de la neovascularizacién o la angiogénesis in vitro o in vivo. Una
cantidad eficaz no tiene porqué significar la eliminacion completa de la neovascularizacion o la angiogénesis.

Tal como se emplea en la presente, una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, en las
dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr un resultado terapéutico deseado. Un
resultado terapéutico puede ser, por ejemplo, la disminucidén de los sintomas, la regresion o la estabilizacion del
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tamafno del tumor en imagenes radiolégicas, una supervivencia prolongada, una movilidad mejorada. No es
necesario que un resultado terapéutico sea una “cura”. En algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente
eficaz es una cantidad o una dosificacion que es necesaria para evitar la aparicion de un tumor.

Tal como se emplea en la presente, una “cantidad profilacticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, en las
dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado. En algunas
realizaciones, puesto que se emplea una dosis profilactica en sujetos antes de la enfermedad o en un estadio
anterior de la enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz sera menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

El término “polinucledtido” o “nucledtido” pretende incluir un Unico acido nucleico, asi como una pluralidad de &cidos
nucleicos, y se refiere a una molécula o construccion de acido nucleico aislado, por ejemplo, ARN mensajero
(ARNm) o ADN plasmidico (ADNp). En ciertas realizaciones, un polinucledtido comprende un enlace fosfodiéster
convencional o un enlace no convencional (por ejemplo, un enlace amida, tal como se encuentran en los acidos
nucleicos peptidicos (ANP)).

Tal como se emplean en la presente, un “polinucleétido”, un “nucleétido”, y un “acido nucleico” pueden utilizarse de
modo intercambiable y contienen la secuencia de nucleétidos de la secuencia de ADN de longitud completa, que
incluye las secuencias 5'y 3' no traducidas, las secuencias codificadoras, asi como fragmentos, epitopos, dominios y
variantes de la secuencia de acido nucleico. El polinucleétido puede estar compuesto de cualquier
polirribonucleétido o polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado.
Por ejemplo, los polinucleétidos pueden estar compuestos de ADN monocatenario y bicatenario, ADN que es una
mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias, ARN monocatenario y bicatenario, y ARN que es una mezcla de
regiones monocatenarias y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que puede ser
monocatenario o, mas generalmente, bicatenario, o una mezcla de regiones monocatenarias y bicatenarias.
Ademas, los polinucleotidos pueden estar compuestos de regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN, o
tanto ARN como ADN. Los polinucleétidos también pueden contener una o mas bases modificadas o esqueletos de
ARN o ARN modificados para conseguir estabilidad o por otras razones. Las bases “modificadas” incluyen, por
ejemplo, bases fritladas y bases poco habituales, tales como inosina. Pueden realizarse una diversidad de
modificaciones en el ADN y ARN; por tanto, un “polinucleétido” incluye las formas quimica, enzimatica o
metabdlicamente modificadas.

En la presente invencién, un polipéptido puede estar compuesto de aminoacidos unidos entre si por enlaces
peptidicos o enlaces peptidicos modificados, concretamente, isosteros peptidicos, y puede contener otros
aminoacidos distintos de los 20 aminoacidos codificados por genes (por ejemplo, aminoacidos no naturales). Los
polipéptidos de la presente invencién pueden modificarse mediante procesos naturales, tales como un
procesamiento postraduccional, o mediante técnicas de modificacion quimica que son muy conocidas en la técnica.
Estas modificaciones estan muy bien descritas en textos basicos y en monografias méas detalladas, asi como en un
gran numero de referencias bibliogréaficas de investigacion. Las modificaciones pueden producirse en cualquier lugar
del polipéptido, incluyendo el esqueleto peptidico, las cadenas laterales de los aminoacidos o los terminales amino o
carboxilo. Se apreciara que el mismo tipo de modificacién puede estar presente en un mismo grado o en grados
variables en varios sitios en un polipéptido concreto. Ademas, un polipéptido concreto puede contener muchos tipos
de modificaciones. Los polipéptidos pueden estar ramificados, por ejemplo, como resultado de una ubiquitinacion, y
pueden ser ciclicos, con o sin ramificacién. Pueden surgir polipéptidos ciclicos, ramificados y ciclicos ramificados de
procesos naturales postraduccionales o pueden ser preparados mediante métodos sintéticos. Las modificaciones
incluyen acetilacion, acilacion, ADP-ribosilacion, amidacion, unién covalente de flavina, union covalente de un resto
hemo, unién covalente de un nucleétido o un derivado de nucleétido, unién covalente de un lipido o de un derivado
de lipido, union covalente de fosfotidilinositol, entrecruzamiento, ciclacién, formacién de enlaces disulfuro,
desmetilacion, formaciéon de entrecruzamientos covalentes, formacién de cisteina, formacién de piroglutamato,
formilacién, gamma-carboxilacién, glicosilacién, formacién de anclajes de GPI, hidroxilacion, yodacion, metilacion,
miristoilacién, oxidacién, pegilacion, procesamiento proteolitico, fosforilacion, prenilacion, racemizacion,
selenoilacion, sulfatacion, adicion mediada por ARN de transferencia de aminoacidos a proteinas, tal como
arginilacién, y ubiquitinacion (véase, por ejemplo, Proteins-Structure And Molecular Properties, 22 ed., T. E.
Creighton, W.H. Freeman and Company, Nueva York (1993); Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B.
C. Johnson, ed., Academic Press, Nueva York, pp. 1-12 (1983); Seifter et al., Meth. Enzymol., 182:626-646 (1990);
Rattan et al., Ann. NY Acad. Sci., 663:48-62 (1992)).

Los términos “fragmento”, “variante”, “derivado” y “andlogo”, cuando se refieren a cualquier polipéptido o
polinucleétido de la presente invencién, incluyen cualquier polipéptido o polinucledtido que conserva al menos
alguna de las actividades, concretamente, la capacidad para actuar igual que cualquier funcién natural del
polipéptido o polinucleétido. Por ejemplo, un “fragmento”, “variante”, “derivado” y “analogo” del receptor 1 del factor
de necrosis tumoral (TNFR1) tiene algunas de las actividades que aparecen en el TNFR1 natural de longitud
completa, por ejemplo, la capacidad para unirse a un ligando de TNFR1, concretamente, TNF-alfa o linfotoxina. En
otro ejemplo, un "fragmento”, “variante”, “derivado” y “andlogo” de un polipéptido de FAS tiene algunas de las
actividades que aparecen en el polipéptido de FAS natural de longitud completa, por ejemplo, la capacidad para
inducir la apoptosis. En otros ejemplos, un "fragmento”, “variante”, “derivado” y “analogo” de un promotor especifico
de células endoteliales puede inducir la expresion especifica de células endoteliales de un gen unido operablemente

al promotor. Otros ejemplos no limitantes de los diversos fragmentos, variantes, analogos o derivados de TNFR1,
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polipéptido de FAS y promotores especificos de células endoteliales se describen a continuacion.

En la presente invencién, un “fragmento de polipéptido” o “fragmento de proteina” se refiere a una secuencia de
aminoacidos corta de un polipéptido. Los fragmentos de proteinas o de polipéptidos pueden ser “autbnomos” o estar
incluidos en un polipéptido mas grande del cual dicho fragmento forma una parte de una region. Los ejemplos
representativos de fragmentos de polipéptidos de la invencion incluyen, por ejemplo, fragmentos que comprenden
aproximadamente 5 aminoacidos, aproximadamente 10 aminoacidos, aproximadamente 15 aminoacidos,
aproximadamente 20 aminoacidos, aproximadamente 30 aminoacidos, aproximadamente 40 aminodcidos,
aproximadamente 50 aminoacidos, aproximadamente 60 aminoacidos, aproximadamente 70 aminodcidos,
aproximadamente 80 aminoacidos, aproximadamente 90 aminoacidos, o aproximadamente 100 aminodacidos.

Una “sustitucion de aminoacido conservativa” es una sustitucion en la que el resto aminoacido es reemplazado por
un resto aminodcido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de restos
aminodcidos con cadenas laterales similares, que incluyen cadenas laterales béasicas (por ejemplo, lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares no
cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no
polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas
laterales con ramificacién en beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por
ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por tanto, si un aminoacido en un polipéptido es reemplazado por
otro aminodcido de la misma familia de cadena lateral, se considera que la sustitucion es conservativa. En otra
realizacién, un tramo de aminodcidos puede ser reemplazado de modo conservativo por un tramo similar desde el
punto de vista estructural que se diferencie en el orden y/o la composicion de los miembros de la familia de la
cadena lateral.

La expresiéon “porcentaje de identidad de secuencia” entre dos secuencias polinucleotidicas o polipeptidicas se
refiere al nUmero de posiciones apareadas idénticas compartidas por las secuencias a lo largo de una ventana de
comparacién, tomando en cuenta las adiciones o las deleciones (es decir, huecos) que deben introducirse para
conseguir el alineamiento éptimo de las dos secuencias. Una posicion apareada es cualquier posicion en la que esta
presente un nucledtido o amino&cido idéntico en ambas secuencias diana y de referencia. Los huecos que aparecen
en la secuencia diana no se cuentan, puesto que los huecos no son nucleétidos ni aminoacidos. De modo similar,
los huecos que aparecen en la secuencia de referencia no se cuentan, puesto que se cuentan los nucleétidos o
aminoacidos de la secuencia diana, y no los nucleétidos o aminoacidos de la secuencia de referencia.

El porcentaje de identidad de secuencia se calcula determinando el nimero de posiciones en las que aparece la
base de acido nucleico o el resto aminodacido idéntico en ambas secuencias para producir el nimero de posiciones
apareadas, dividiendo el nimero de posiciones apareadas entre el nimero total de posiciones en la ventana de
comparacién, y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia. La
comparacién de las secuencias y la determinacién del porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias
pueden lograrse empleando un software facilmente disponible para su uso en linea y para descargar. Estan
disponibles programas de software adecuados en varias fuentes, y para el alineamiento de secuencias de proteinas
y de nucleétidos. Un programa adecuado para determinar el porcentaje de identidad de secuencia es bl2seq, parte
del paquete de programas BLAST disponible en el sitio web de National Center for Biotechnology Information BLAST
del gobierno de EE.UU. (blast.ncbi.nlm.nih.gov). BI2seq realiza una comparacién entre dos secuencias empleando el
algoritmo BLASTN o BLASTP. Se emplea BLASTN para comparar secuencias de acidos nucleicos, mientras que
BLASTP se usa para comparar secuencias de aminoacidos. Otros programas adecuados son, por ejemplo, Needle,
Stretcher, Water, o Matcher, parte del paquete de programas bioinformaticos EMBOSS y también disponibles en the
European Bioinformatics Institute (EBI) en www.ebi.ac.uk/Tools/psa.

Diferentes regiones dentro de una Unica secuencia diana polinucleotidica o polipeptidica que se alinean con una
secuencia de referencia polinucleotidica o polipeptidica pueden tener cada una su propio porcentaje de identidad de
secuencia. Se hace notar que el valor del porcentaje de identidad se redondea hasta la decena mas cercana. Por
ejemplo, 80,11, 80,12, 80,13, y 80,14 se redondean hacia abajo a 80,1, mientras que 80,15, 80,16, 80,17, 80,18, y
80,19 se redondean hacia arriba a 80,2. También se hace notar que el valor de la longitud siempre sera un nimero
entero.

Los expertos en la técnica apreciardn que la generacion de un alineamiento de secuencias para el calculo del
porcentaje de identidad de secuencia no se limita a comparaciones binarias de secuencia-secuencia exclusivamente
dirigidas por los datos de la secuencia primaria. Pueden obtenerse alineamientos de secuencias de alineamientos de
multiples secuencias. Un programa adecuado para generar alineamientos de mudltiples secuencias es ClustalW2,
disponible en www.clulstal.org. Otro programa adecuado es MUSCLE, disponible en www.drive5.com/muscle/.
ClustalW2 y MUSCLE también pueden obtenerse, por ejemplo, en EBI.

También se apreciard que pueden generarse alineamientos de secuencias integrando los datos de las secuencias
con los datos procedentes de fuentes heterogéneas, tales como datos estructurales (por ejemplo, estructuras
cristalogréaficas de proteinas), datos funcionales (por ejemplo, localizacién de mutaciones) o datos filogenéticos. Un
programa adecuado que integra datos heterogéneos para generar un alineamiento de mudltiples secuencias es T-
Coffee, disponible en www.tcoffee.org, y también disponible, por ejemplo, en EBI. También se apreciarda que el
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alineamiento final usado para calcular el porcentaje de identidad de secuencia puede curarse de modo automatico o
manual.

Tal como se emplean en la presente, los términos “unido”, “condensado”, “fusiéon”, “quimérico” y “quimera” se
emplean de modo intercambiable. Estos términos se refieren a unir dos o0 mas elementos o componentes por
cualquier medio, que incluye la conjugacion quimica o medios recombinantes. Una “fusién dentro de marco” se
refiere a la unién de dos o mas marcos de lectura abierta ("open reading frames", ORF) para formar un ORF mas
largo y continuo, de manera que se mantiene el marco de lectura correcto de los ORF originales. Asi, la proteina
quimérica o de fusién recombinante resultante es una Unica proteina que contiene dos 0 mas segmentos que se
corresponden con polipéptidos codificados por los ORF originales (segmentos que normalmente no estan unidos asi
en la naturaleza). Aunque asi se consigue que el marco de lectura sea continuo a través de los segmentos
condensados, los segmentos pueden estar separados fisica o espacialmente, por ejemplo, mediante una secuencia
de conector dentro de marco.

El término “heterdlogo” y la expresion “resto heterdlogo” significan que un polinucleétido, un polipéptido u otro resto
se deriva de una entidad diferenciada de la entidad con la cual se estd comparando. Por ejemplo, un polipéptido
heterdlogo puede ser sintético o puede derivarse de una especie diferente, un tipo de célula diferente de un
individuo, o del mismo tipo o un tipo diferente de célula de individuos diferenciados. En un aspecto, un resto
heterdlogo puede ser un polipéptido condensado a otro polipéptido para producir un polipéptido o proteina de fusion.
En otro aspecto, un resto heterélogo puede ser un no polipéptido, tal como PEG conjugado con un polipéptido o una
proteina.

En el contexto de los polipéptidos, una “secuencia lineal” o una “secuencia” es un orden de aminoacidos en un
polipéptido en la direccién de amino a carboxilo terminal, en la que los restos contiguos entre si en la secuencia
estan contiguos en la estructura primaria del polipéptido.

El término “expresion”, tal como se emplea en la presente, se refiere a un proceso mediante el cual un gen produce
un producto bioquimico, por ejemplo, un ARN o un polipéptido. El proceso incluye cualquier manifestacion de la
presencia funcional del gen dentro de la célula que incluye, sin limitacién, la inactivacién del gen, asi como la
expresion transitoria y la expresién estable. Esto incluye, sin limitacion, la transcripcion del gen a ARN mensajero
(ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ARN de horquilla pequefio (ARNhp), ARN de interferencia pequefo (ARNip)
o cualquier otro producto de ARN, y la traduccion de dicho ARNm en uno o mas polipéptidos. Si el producto final
deseado es un producto bioquimico, la expresion incluye la creaciéon de este producto bioquimico y cualquiera de
SUS precursores.

La expresion "regién determinante de la complementariedad" ("complementarity determining region”, CDR), tal como
se emplea en la presente, se refiere a los restos aminoacidos de un anticuerpo que son los responsables de la unién
a un antigeno. Las regiones de CDR de un anticuerpo se encuentran dentro de la region hipervariable de ambas
cadenas pesada y ligera del anticuerpo. Los anticuerpos de longitud completa comprenden tres regiones CDR en el
dominio variable de cadena pesada y tres regiones CDR en el dominio variable de cadena ligera.

La expresion “administrado repetidas veces”, tal como se emplea en la presente, se refiere a la administracion de un
agente terapéutico sobre una base repetida a intervalos definidos y fijos. Los intervalos de tiempo entre cada
administracion pueden alterarse durante el desarrollo de la administracion repetida, y pueden ser tan largos como de
1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7
semanas, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 1 ano
0 mas.

La expresion “terapia de combinacion”, tal como se emplea en la presente, se refiere a la administracién de dos o
mas modalidades terapéuticas para tratar una enfermedad o un trastorno. En un aspecto de la presente invencién, la
terapia de combinacién se refiere a la administracion de un antagonista de VEGF y un vector a un sujeto o a una
poblacién de sujetos que lo necesita. En algunas realizaciones, la terapia de combinacién comprende administrar el
antagonista de VEGF antes de administrar el vector. En otra realizacién, la terapia de combinacion comprende
administrar el antagonista de VEGF al mismo tiempo que la administraciéon del vector. En otra realizacion, la terapia
de combinacién comprende administrar el antagonista de VEGF después de administrar el vector.

II. Construcciones de acidos nucleicos que comprenden un gen de quimera-FAS y un promotor especifico de células
endoteliales

La presente invencion se refiere a métodos para inducir o0 mejorar la capacidad de respuesta a un antagonista de
VEGF en un sujeto o en una poblacién de sujetos, que comprenden administrar un vector y un antagonista de
VEGF. En la presente invencion, el gen que codifica la proteina de quimera-FAS (o el producto del gen) puede
unirse a un promotor especifico de células endoteliales que dirige la expresion del producto del gen de quimera-FAS
en una célula endotelial. La expresién de dicho producto de gen citotéxico es Util en una situacién en la que no se
desea una neovascularizacion excesiva ni el crecimiento excesivo de vasos sanguineos, por ejemplo, en un tumor.

La presente invencion también proporciona una poblacion homogénea de una construccion de &cido nucleico que
comprende un gen de quimera-FAS unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales.
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A. Quimera-FAS

Una proteina de quimera-FAS expresada por la construccion de acido nucleico de la invencién comprende al menos
dos polipéptidos de “receptor de muerte”, y cada uno de los polipéptidos se deriva de una proteina diferente. El
primer polipéptido de la proteina de quimera-FAS comprende un dominio de unién al ligando del receptor 1 del factor
de necrosis tumoral (TNFR1). El segundo polipéptido de la proteina de quimera-FAS comprende un dominio efector
de un polipéptido de FAS.

El dominio de unién al ligando de TNFR1 puede ser cualquier dominio que se une a un ligando de TNFR1. En una
realizacién, el ligando de TNFR1 es TNF-a. En otra realizacion, el ligando de TNFR1 es linfotoxina-a. El dominio de
unién al ligando de TNFR1 puede ser un dominio extracelular de TNFR1 o cualquiera de sus fragmentos, variantes,
derivados o andlogos. A continuacion se describen ejemplos no limitantes de dominio de unién al ligando de TNFR1.

El dominio efector de un polipéptido de FAS (util para la invencion comprende cualquier dominio de FAS que forme
un complejo de sefializaciéon inductor de muerte ("death-inducing signaling complex", DISC), induciendo con ello la
apoptosis. En una realizacion, un dominio efector de un polipéptido de FAS comprende un dominio intracelular, un
dominio transmembrana o ambos. A continuaciéon se describen ejemplos no limitantes de dominios efectores del
polipéptido de FAS.

El TNFR1 y el polipéptido de FAS pueden unirse mediante un enlace peptidico o0 mediante un conector. El conector
que conecta el dominio de unién al ligando de TNFR1 con el dominio efector de FAS puede ser un conector
polipeptidico o un conector no peptidico. Por ejemplo, un conector para la proteina de quimera-FAS puede
comprender una o mas de glicina, serina, leucina o cualquiera de sus combinaciones En una realizacién, un
conector Util para la invencion comprende Ser-Leu. En otra realizacién, un conector Util para la invencién comprende
(GGGS)n (Denise et al., J. Biol. Chem., 277:35035-35043 (2002)), en el que n puede ser 0, 1,2, 3,4,5,6,7,8,90
10 o mas (SEQ ID NO:27).

1. Receptor 1 del factor de necrosis tumoral

El polipéptido de TNFR1 humano de longitud completa tiene una longitud de 455 aminoacidos y también se
denomina TNF-R1, receptor de tipo | del factor de necrosis tumoral (TNFRI), TNFR-I, TNFRSF1A, TNFAR, p55, P60,
0 CD120a. Se sabe que el polipéptido de TNFR1 humano natural se une a TNF-a o a la linfotoxina-a homotrimérica.
La uniéon de TNF-a al domino extracelular conduce a la homotrimerizacion de TNFR1, que entonces interacciona
especificamente con el dominio de muerte de la proteina del dominio de muerte asociada al receptor de tipo 1 del
factor de necrosis tumoral ("Tumor Necrosis Factor Receptor Type 1-Associated Death Domain Protein", TRADD).
Diversas proteinas que interaccionan con TRADD, tales como los factores asociados al receptor de TNF ("TNF
Receptor Associated Factors", TRAFS), serina/treonina proteina quinasa 1 de interaccion con el receptor ("Receptor-
Interacting Serine/Threonine-Protein Kinase 1", RIPK1), y la proteina asociada a Fas con dominio de muerte ("Fas-
Associated Protein with Death Domain", FADD) son reclutadas al complejo por su asociacion con TRADD. El
complejo activa al menos dos cascadas de sefalizacién diferenciadas, la apoptosis y la sefalizacién de NF-kappa-B.

Una secuencia polipeptidica de 454 aa indicada como una secuencia del polipéptido de TNFR1 humano tiene el
namero de registro P19438-1 en la base de datos UniProtKB. Esta secuencia del polipéptido de TNFR1 humano se
denomina en la presente la isoforma A y SEQ ID NO:2. La SEQ ID NO:1 es una secuencia de nucleétidos que
codifica SEQ ID NO:2. Se ha indicado que una secuencia polipeptidica de 108 aa es una isoforma de la secuencia
del polipéptido de TNFR1 humano y tiene el nimero de registro P19438-2 en la base de datos UniProtKB. El
polipéptido de 108 aa se corresponde con los aminoacidos 108 a 1 de la isoforma A (SEQ ID NO:2) y se denomina
en la presente la isoforma B. Se ha indicado otro variante del polipéptido de TNFR1 humano que tiene 232 aa con el
namero de registro P19438-3 en la base de datos UniProtKB. El polipéptido de 232 aa se corresponde con los
aminodcidos 1 a 232 de la isoforma A (SEQ ID NO:2) y se denomina en la presente la isoforma C. Otros variantes
naturales del TNFR1 humano incluyen, pero no se limitan al polipéptido de TNFR1 de las isoformas A B, y C que
comprende una o mas mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en H51Q, C59R, C59S, C62G, C62Y,
P75L, T79M, C81F, C99S, S115G, C117R, C117Y, R121P, R121Q, P305T, y cualquiera de sus combinaciones.
Otros variantes de TNFR1 conocidos incluyen el polipéptido de TNFR1 de las isoformas A, B, y C que comprende
L13LILPQ, K255E, S286G, R394L, 412:ausente, GPAA443-446APP, o cualquiera de sus combinaciones.

La tabla 1 muestra la secuencia de aminoacidos de TNFR1 de tipo salvaje humano y una secuencia de nucleétidos
que codifica el TNFR1 de tipo salvaje.
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Tabla 1 - Secuencias de TNFR1

Secuencias

MGLSTVPDLLLPLVLLELLVGIYPSGVIGLVPHLGDREKRDSVCPQGKYIHPONNSICCT
KCHKGTYLYNDCPGPGODTDCRECESGSFTASENHLRHCLSCSKCRKEMGQVEISSCTVD
RDIVCGCRKNQYRHYWSENLFQCEFNCSLCLNGTVHLSCQEKQNTVCTCHAGFFLRENECVY
SCSNCKKSLECTKLCLPQIENVKGTEDSGTTVLLPLVIFFGLCLLSLLFIGLMYRYQRWK
SKLYSIVCGKSTPEREGELEGTTTKPLAPNPSFSPTPGFTPTLGFSPVPSSTETSSSTYT
PGDCPNFAAPRREVAPPYQGADPILATALASDPIPNPLOKWEDSAHKPQSLDTDDPATLY
AVVENVPPLRWKEFVRRLGLSDEEIDRLELONGRCLREAQYSMLATWRRRTPRREATLEL
LGRVLRDMDLLGCLEDIEEALCGPAALPPAPSLLR

Atgggcctctecaccgtgectgacctgetgetgeegetggtgetectggagetgttggtg
Ggaatatacccctcaggggttattggactggtcectcacctaggggacagggagaagaga
Gatagtgtgtgtccccaaggaaaatatatccaccctcaaaataattegatttgetgtace
Aagtgccacaaaggaacctacttgtacaatgactgtecaggeecggggecaggatacggac
Tgcagggagtgtgagagcggetecttcecaccgettcagaaaaccacctecagacactgecte
Agctgetccasatgecgaaaggaaatgggtcaggtggagatcectettettgecacagtggac
Cgggacaccgtgtgtggectgeaggaagaaccagtaccggecattattggagtgaaaaccett
Ttcecagtgcttecaattgecagectetgectecaatgggacegtgecacctetectgecaggag
RAaacagaacaccgtgtgcacctgecatgcaggtttctttectaagagaaaacgagtgtgte
Tcectgtagtaactgtaagaaaagectggagtgcacgaagttgtgectaccecagattgag
Aatgttaagggecactgaggactcaggcaccacagtgetgttgecectggteattttettt
Ggtcectttgecttttatcectectettecattggtttaatgtategetaccaacgogtggaag
Tccaagectctactcecattgtttgtgggaaatcecgacacctgaaaaagagggggagettgaa
Ggaactactactaagcccectggecccaaacccaagettecagteeccactecaggettcace
Cccaccctgggettcagtceccegtgeccagttecaccttcacctecagetecacctatace
Ceccggtgactgtcccaactttgecggeteccegeagagaggtggeaccaccctatcaggygg
Getgaccecatecttgegacagecctegectecgaccccatececcaacecect tecagaag
Tgggaggacagcgcccacaagccacagagectagacactgatgaccecgegacgetgtac
Geegtggtggagaacgtgeccecegttgegetggaaggaattegtgecggegectagggetyg
Agcgaccacgagatcegateggetggagetgcagaacgggegetgeoctgogegaggegeaa
Tacagcatgctggegacctggaggeggegecacgecgeggcygegaggeocacgetggagetg
Ctgggacgcegtgetecgegacatggaccetgetgggetgectggaggacategaggaggcy

ctttgcggeccegecgececcteecgeccgegeccagtcttetecaga

SEQ ID NO:
Secuencia de
aminoacidos de
TNFR1 (SEQ ID
NO:2)

Secuencia de
nucleétidos que
codifica TNFRA1
(SEQ ID NO:1)
Secuencia de

aminoacidos de un
dominio de unién al
ligando de TNFR1
(SEQ ID NO:4)

MGLSTVPDLLLPLVLLELLVGIYPSGVIGLVPHLGDREKRDSVCPQGKYTHPONNSICCT
KCHKGTYLYNDCPGPGQODTDCRECESGSFTASENHLRHCLSCSKCRKEMGQVEISSCTVD
RDTVCGCRENQYRHYWSENLEQCFNCSLCLNGTVHLSCOEKONTVCTCHAGFFLRENECY
SCSNCKKSLECTKLCLP
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Secuencia de | atgggectet ccaccgtgec tgacctgetg ctgccgetgg tgetccitgga

nucleétidos que

codifica un dominio gctgttggtyg ggaatatacc cctcaggggt tattggactg gtecctceace

gg 'llfwlégfl(g%g?lg taggggacag ggagaagaga gatagtgtgt gtecccaagg aaaatatatc

NO:3) caccctcaaa ataattegat ttgetgtacce aagtgecaca aaggaaccta
cttgtacaat gactgtccag geccggggea ggatacggac tgecagggagt
gtgagagcegg ctecttcace getteagaaa accacctceag acactgecte
agctgetcea aatgcecgaaa ggaaatygggt caggtggaga tctettettg
cacagtggac cgggacaccyg tgtgtggetg caggaagaac cagtaccgge
attattggag tgaaaacctt ttccagtget tecaattgcag cctctgectc
aatgggaccy tgcacctete ctgecaggag aaacagaaca ccgtgtgeac
ctgccatgea ggtttettte taagagasaa cgagtgtgtce tcctgtagta
actgtaagaa aagcctggag tgcacgaagt tgtgectacce a

También se indica la secuencia del polipéptido de TNFR1 de ratén y sus variantes. El polipéptido de TNFR1 de ratén
de 454 aa tiene el numero de registro P25118 en la base de datos UniProtKB. Los polipéptidos de TNFR1 conocidos
en otros animales incluyen, pero no se limitan a rata (por ejemplo, P22934 en la base de datos UniProtKB), vaca
(por ejemplo, 019131 en la base de datos UniProtKB), cerdo (por ejemplo, P50555 en la base de datos UniProtKB),
o caballo (por ejemplo, D1IMH71 en la base de datos UniProtKB).

El TNFR1 de longitud completa puede romperse en dos cadenas: (1) el miembro 1A de la superfamilia del receptor
de TNF, en la forma de membrana (concretamente, los aminoacidos 22 a 455 que corresponden al TNFR1 de
longitud completa), y (2) la proteina 1 de unién a TNF ("TNF-binding protein 1", TBP1) (concretamente, los
aminoacidos 41 a 291 que corresponden al TNFR1 de longitud completa). El polipéptido de TNFR1 humano de
longitud completa consiste en una secuencia sefal (aminoacidos 1 a 21 de SEQ ID NO:2), un dominio extracelular
(aminoacidos 212 a 234 de SEQ ID NO:22), un dominio transmembrana (aminoacidos 2 a 235 de SEQ ID NO:211),
y un dominio citoplasmico (aminoacidos 455 a 2 de SEQ ID NO:2). El dominio extracelular de TNFR1 comprende
cuatro regiones repetidas de cisteina, TNFR-Cys1 (aminoacidos 43 a 82 que corresponden a SEQ ID NO:2), TNFR-
Cys2 (aminoacidos 83 a 125 que corresponden a SEQ ID NO:2), TNFR-Cys3 (aminoacidos 126 a 166 que
corresponden a SEQ ID NO:2), y TNFR-Cys4 (aminoacidos 167 a 196 que corresponden a SEQ ID NO:2).

Tal como apreciaran los expertos en la técnica, los restos del comienzo y del fin de los dominios listados
anteriormente pueden variar dependiendo del programa informatico de formacion de modelos usado o del método
empleado para determinar el dominio. Asi, diversos dominios funcionales de TNFR1 pueden ser distintos de los
definidos anteriormente.

En una realizacion, un dominio de unién al ligando de TNFR1 (til para la proteina de quimera-FAS comprende,
consiste fundamentalmente o consiste en un dominio extracelular de TNFR1, o cualquiera de sus fragmentos,
variantes, derivados o analogos, en el que el dominio extracelular de TNFR1, o cualquiera de sus fragmentos,
variantes, derivados o analogos se une a TNF-a. En otra realizacién, un dominio de unién al ligando de TNFR1
comprende TNFR-Cys1; TNFR-Cys2; TNFR-Cys3; TNFR-Cys4; TNFR-Cys1 y TNFR-Cys2; TNFR-Cys1 y TNFR-
Cys3; TNFR-Cys1 y TNFR-Cys4; TNFR-Cys2 y TNFR-Cys3; TNFR-Cys2 y TNFR-Cys4; TNFR-Cys3 y TNFR-Cys4;
TNFR-Cys1, TNFR-Cys2 y TNFR-Cys3; TNFR-Cys1, TNFR-Cys2 y TNFR-Cys4; TNFR-Cys2, TNFR-Cys3 y TNFR-
Cys4; o TNFR-Cys1, TNFR-Cys2, TNFR-Cys3 y TNFR-Cys4. En otras realizaciones, un dominio de unién al ligando
de TNFR1 en la proteina de quimera-FAS comprende la proteina | de unién a TNF. En otras realizaciones, un
dominio de union al ligando de TNFR1 de la proteina de quimera-FAS comprende, consiste fundamentalmente o
consiste en una secuencia de aminoécidos al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
idéntica a los aminoéacidos 22 a 190, aminodcidos 22 a 191, aminoacidos 22 a 192, aminoacidos 22 a 193,
aminoécidos 22 a 194, aminoacidos 22 a 195, aminoacidos 22 a 196, aminoacidos 22 a 197, aminoacidos 22 a 198,
aminoécidos 22 a 199, aminoacidos 22 a 200, aminoacidos 22 a 201, aminoacidos 22 a 202, aminoacidos 22 a 203,
aminoécidos 22 a 204, aminoacidos 22 a 205, aminoacidos 22 a 206, aminoacidos 22 a 207, aminoacidos 22 a 208,
aminoacidos 22 a 209, aminoacidos 22 a 210, o aminoacidos 22 a 211 de SEQ ID NO:2, en el que el dominio de
unién al ligando se une a un ligando de TNFR1, por ejemplo, TNF-a.

En otras realizaciones, el dominio de unién al ligando de TNFR1 comprende ademas un péptido sefal. Un ejemplo
de un péptido sefal adecuado es el péptido sefal de TNFR1, por ejemplo, los aminoacidos 1 a 21 de SEQ ID NO:2.
En otras realizaciones, un dominio de union al ligando del producto del gen de quimera-FAS comprende, consiste
fundamentalmente o consiste en una secuencia de aminoacidos al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%,
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98%, 99% 0 100% idéntica a los aminoacidos 1 a 190, aminoéacidos 1 a 191, aminoacidos 1 a 192, aminoécidos 1 a
193, aminoacidos 1 a 194, aminoacidos 1 a 195, aminoéacidos 1 a 196, aminoacidos 1 a 197, aminoacidos 1 a 198,
aminoacidos 1 a 199, aminoéacidos 1 a 200, aminodcidos 1 a 201, aminoacidos 1 a 202, aminoéacidos 1 a 203,
aminoacidos 1 a 204, aminoéacidos 1 a 205, aminodcidos 1 a 206, aminoacidos 1 a 207, aminoéacidos 1 a 208,
aminodcidos 1 a 209, aminoacidos 1 a 210, o aminoédcidos 1 a 211 de SEQ ID NO:2, en el que el dominio de unién
al ligando se une a un ligando de TNFR1, por ejemplo, TNF-a. En una realizacién especifica, un dominio de unién al
ligando de TNFR1 de la proteina de quimera-FAS comprende, consiste fundamentalmente o consiste en una
secuencia de aminoacidos al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% idéntica a SEQ ID
NO:4, en el que el dominio de unién al ligando se une a un ligando de TNFR1, por ejemplo, TNF-a.

En otras realizaciones, el dominio de unién al ligando de TNFR1 es codificado por una secuencia de nucleétidos al
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:3.

En otras realizaciones, un dominio de unién al ligando de TNFR1 de la proteina de quimera-FAS comprende,
consiste fundamentalmente o consiste en una secuencia de aminodcidos al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a los aminoacidos 22 a 108 de SEQ ID NO:2 (isoforma B de TNFR1),
aminodcidos 22 a 232 de SEQ ID NO:2 (isoforma C de TNFR1), o aminoacidos 44 a 291 de SEQ ID NO:2 (TBP1),
en el que el dominio de unién al ligando se une a un ligando de TNFR1, por ejemplo, TNF-a.

2. Polipéptido de FAS

El polipéptido de FAS humano de longitud completa tiene una longitud de 335 aminoacidos y también se denomina
miembro 6 de la superfamilia del receptor de necrosis tumoral, antigeno Apo-1, antigeno de superficie de FAS
mediador en la apoptosis, receptor de FASLG, o CD95. El polipéptido de FAS natural es un receptor para
TNFSF6/FASLG. Cuando el polipéptido de FAS se une al ligando de FAS (FasL), la interaccién entre FAS y FasL
provoca la formacion del complejo de sefalizacion inductor de muerte ("death-inducing signaling complex”, DISC),
que contiene FADD, caspasa-8 y caspasa-10. En algunos tipos de células (tipo 1), la caspasa-8 procesada activa
directamente a otros miembros de la familia de la caspasa y activa la ejecucién de la apoptosis de la célula. En otros
tipos de células (tipo Il), el FAS-DISC comienza un bucle de retroalimentacion que rapidamente aumenta la
liberacion de factores proapoptéticos desde las mitocondrias y la activacion amplificada de la caspasa-8. La
apoptosis mediada por FAS puede desempefiar un papel en la induccion de tolerancia periférica, en el suicidio
estimulado por antigenos de las células maduras, o en ambos.

Una secuencia polipeptidica de 335 aa indicada como una secuencia del polipéptido de FAS humano tiene el
ndamero de registro P25445-1 en la base de datos UniProtKB. Esta secuencia del polipéptido de FAS humano se
denomina en la presente SEQ ID NO:6. La SEQ ID NO:5 es una secuencia de nucleotidos que codifica SEQ ID
NO:6. La secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido de FAS también se conoce como APT1, FAST, o
TNFRSF6. El polipéptido de FAS de longitud completa contiene un péptido sefial (aminoacidos 1 a 25 que
corresponden a SEQ ID NO:6), un dominio extracelular (aminoacidos 26 a 173 que corresponden a SEQ ID NO:6),
un dominio transmembrana (amino&cidos 174 a 190 que corresponden a SEQ ID NO:6), y un dominio intracelular (o
citoplasmico) (aminoacidos 191 a 335 que corresponden a SEQ ID NO:6). ElI dominio intracelular contiene un
dominio de muerte (por ejemplo, aminoacidos 230 a 314 que corresponden a SEQ ID NO:6).

Tal como apreciaran los expertos en la técnica, los restos del comienzo y del fin de los dominios listados
anteriormente pueden variar dependiendo del programa informéatico de formacién de modelos usado o del método
empleado para determinar el dominio. Asi, diversos dominios funcionales de FAS pueden ser distintos de los
definidos anteriormente. La tabla 2 muestra la secuencia de amino&cidos de FAS de tipo salvaje humano y una
secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de FAS.

Tabla 2 - Secuencias de FAS

Secuencias

Secuencia de | MLGIWTLLPLVLTSVARLSSKSVNAQVTDINSKGLELRKTVITVETQNLEGLHHEDGQFCH
aminoacidos de la | KPCPPGERKARDCTVNGDEPDCVPCQEGKEYTDKAHFSSKCRRCRLCDEGHGLEVEINCT
proteina FAS humana RTONTKCRCKPNEFCNSTVCEHCDPCTKCEHGIIKECTLTSNTKCKEEGSRSNLGWLCLL
(SEQ ID NO:6) LLPIPLIVWVKRKEVOKTCRKHRKENQGSHESPTLNPETVAINLSDVDLSKYITTIAGVM
TLSQVKGEFVRKNGVNEAKIDEIKNDNVQDTAEQKVQLLRNWHQLHGKKEAYDTLIKDLKK
ANLCTLAEKIQTIILKDITSDSENSNFRNEIQSLV
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Secuencia de | Atgctgggcatctggaccctectacctetggttcttacgtetgttgetagattategtece

nucleétidos que
codifica la secuencia
de FAS humana (SEQ Gttactacagttgagactcagaacttggaaggectgeatcatgatggecaattcetgecat

ID NO:5)

Aaaagtgttaatgcccaagtgactgacatcaactccaagggattggaattgaggaagact

Aagccectgtectecaggtgaaaggaaagcetagggactgecacagtcaatggggatgaaccea
Gactgcgtgecectgecaagaagggaaggagtacacagacaaageccatttttettccaaa
Tgcagaagatgtagattgtgtgatgaaggacatggcttagaagtggaaataaactgcecacce
Cggacccagaataccaagtgcagatgtaaaccaaactttttttgtaactctactgtatgt
Gaacactgtgacccttgecaccaaatgtgaacatggaatcatcaaggaatgcacactcace
Agcaacaccaagtgcaaagaggaaggatccagatctaacttggggtggetttgtettett
Cttttgccaattccactaattgtttgggtgaagagaaaggaagtacagaaaacatgcaga
Aagcacagaaaggaaaaccaaggttctcatgaatctecaactttaaatectgaaacagtyg
Gecaataaatttatctgatgttgacttgagtaaatatatcaccactattgectggagtceatg
Acactaagtcaagttaaaggctttgttcgaaagaatggtgtcaatgaagecaaaatagat
Gagatcaagaatgacaatgtccaagacacagcagaacagaaagttcaactgettegtaat
Tggcatcaacttcatggaaagaaagaagcgtatgacacattgattaaagatctcaaaaaa
Gececaatctttgtactcttgecagagaaaattcagactatcatcecctcaaggacattactagt

Gactcagaaaattcaaacttcagaaatgaaatccaaagecttggtcectag

Secuencia de | GSRSNLGWLCLLLLPIPLIVWVKRKEVQKTCRKHRKENQGS

aminoacidos  de  UN | ppopry NpETYATNLSDVDLSKY ITTIAGVMTLSQVKGEVR

dominio efector de

FAS (SEQ ID NO:8) KNGVNEAKIDEIKNDNVQDTAEQKVQLLRNWHQLHGKKERY
DTLIKDLKKANLCTLAEKIQTIILKDITSDSENSNFRNEIQ
SLV

Secuencia de | Aggatccagatctaacttggggtggcetttgtettettettttgecaatteccactaatt

nucleétidos que
codifica un dominio
efector de FAS (SEQ | Aaggttctcatgaatctccaaccttaaatcctgaaacagtggcaataaatttatctga
ID NO:7)

Gtttgggtgaagagaaaggaagtacagaaaacatgcagaaagcacagaaaggaaaacc

Tgttgacttgagtaaatatatcaccactattgetggagtcatgacactaagtcaagtt
Aaaggctttgttcgaaagaatggtgtcaatgaagecaaaatagatgagatcaagaatyg
Acaatgtccaagacacagcagaacagaaagttecaactgettegtaattggecatcaact
Tcatggaaagaaagaagcecgtatgacacattgattaaagatctcaaaaaagecaatcett
Tgtactcttgcagagaaaattcagactatcatcctcaaggacattactagtgacteag

aaaattcaaacttcagaaatgaaatccaaagecttggtetag

También se indica la secuencia del polipéptido de FAS de ratén y sus variantes. El polipéptido de FAS de raton de
327 aa tiene el numero de registro P25446 en la base de datos UniProtKB. Los polipéptidos de FAS conocidos en
otros animales incluyen, pero no se limitan a cercopiteco (por ejemplo, Q9BDN4 en la base de datos UniProtKB),
mono Rhesus (por ejemplo, Q9BDP2 en la base de datos UniProtKB), rata (por ejemplo, Q63199 en la base de
datos UniProtKB), o vaca (por ejemplo, P51867 en la base de datos UniProtKB).

Basandose en la variacién de secuencia en el polipéptido de FAS, los expertos en la técnica pueden identificar
variaciones de secuencia en el dominio efector del polipéptido de FAS. Por ejemplo, los variantes naturales de los
dominios efectores de FAS pueden incluir una o méas sustituciones o mutaciones de C178R, L180F, P183L, 1184V,
T1981, Y232C, T241K, T241P, V249L, R250P, R250Q, G253D, G253S, N255D, A257D, 1259R, D260G, D260V,
D260Y, 1262S, N264K, T270l, T270K, E272G, E272K, L278F, K299N, T305l, 1310S, o cualquiera de sus
combinaciones.

En una realizacién, un dominio efector del polipéptido de FAS dutil para la invencién comprende un dominio de
muerte del polipéptido de FAS. En otra realizacion, un dominio efector del polipéptido de FAS comprende, consiste
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fundamentalmente o consiste en una secuencia de aminoacidos al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% 0 100% idéntica a los aminoacidos 230 a 314 de SEQ ID NO:6. En otras realizaciones, un dominio efector
del polipéptido de FAS comprende un dominio intracelular del polipéptido de FAS. En otras realizaciones, un dominio
efector del polipéptido de FAS comprende una secuencia de aminodacidos al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a los aminoacidos 185 a 335, aminoacidos 186 a 335, aminoacidos 187 a
335, aminoacidos 188 a 335, aminoacidos 189 a 335, aminoacidos 190 a 335, aminoacidos 191 a 335, amino&cidos
192 a 335, aminoéacidos 193 a 335, aminoacidos 194 a 335, aminoacidos 195 a 335, aminoacidos 196 a 335,
aminodacidos 197 a 335, aminoacidos 198 a 335, o aminoacidos 199 a 335 de SEQ ID NO:6.

En otras realizaciones, el dominio efector del polipéptido de FAS comprende ademas un dominio transmembrana del
polipéptido de FAS. En otras realizaciones, un dominio efector del polipéptido de FAS comprende una secuencia de
aminoacidos al menos aproximadamente 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a los
aminoacidos 174 a 335 de SEQ ID NO:6. En algunas realizaciones, un dominio efector del polipéptido de FAS
comprende ademas aproximadamente diez, aproximadamente nueve, aproximadamente ocho, aproximadamente
siete, aproximadamente seis, aproximadamente cinco, aproximadamente cuatro, aproximadamente tres,
aproximadamente dos o aproximadamente un aminoacido de la porcion C-terminal del dominio extracelular de FAS.
En ciertas realizaciones, un dominio efector del polipéptido de FAS comprende una secuencia de aminoacidos al
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a los aminoacidos 179 a 335,
aminoécidos 178 a 335, aminoacidos 177 a 335, aminoacidos 176 a 335, aminoacidos 175 a 335, aminoacidos 174
a 335, aminoacidos 173 a 335, aminoéacidos 172 a 335, aminoacidos 171 a 335, aminoacidos 170 a 335,
aminodacidos 169 a 335, aminoécidos 168 a 335, aminoacidos 167 a 335, aminoacidos 166 a 335, aminoacidos 165
a 335, aminodacidos 164 a 335, o aminoacidos 163 a 335 de SEQ ID NO:6, en el que el dominio efector forma un
complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC), activa la caspasa 8, o induce la apoptosis.

En algunas realizaciones, un dominio efector del polipéptido de FAS comprende, consiste fundamentalmente o
consiste en una secuencia de aminoacidos al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a
SEQ ID NO:8, en el que el dominio efector forma un complejo de sefializacién inductor de muerte (DISC), activa la
caspasa 8, o induce la apoptosis.

En otras realizaciones, un dominio efector del polipéptido de FAS es codificado por una secuencia de nucleétidos al
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:7.

En una realizacion, el producto del gen de quimera-FAS para la invencién comprende, consiste fundamentalmente o
consiste en una secuencia de aminoacidos al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a
SEQ ID NO:10, en el que el producto del gen de quimera-FAS induce la apoptosis. En otra realizacion, el producto
del gen de quimera-FAS es codificado por una secuencia de nucleétidos al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% 0 100% idéntica a SEQ ID NO:9, en el que el producto del gen de quimera-FAS induce la apoptosis.

B. Promotor especifico de células endoteliales

La construccién de é&cido nucleico que comprende un gen de quimera-FAS comprende ademas uno o mas
elementos de control de la expresién Utiles para regular la expresién de un gen de quimera-FAS unido
operablemente. Los elementos de control de la expresidn incluyen, pero no se limitan a promotores, sefales de
secrecién y otros elementos reguladores.

La construccion de acido nucleico Util para la presente invencién utiliza un promotor especifico de células
endoteliales para dirigir la expresion de la proteina de quimera-FAS en una célula endotelial, induciendo con ello la
apoptosis de la célula endotelial.

Para el objetivo de la presente invencion, un promotor especifico de células endoteliales puede contener uno o mas
elementos reguladores en cis, que mejoran la especificidad de células endoteliales de los promotores, comparado
con un promotor sin los elementos reguladores en cis. En un ejemplo, el elemento regulador en cis comprende un
potenciador. En otro aspecto, el elemento regulador en cis comprende un elemento de respuesta a la hipoxia. En
otros ejemplos, el elemento regulador en cis comprende un potenciador y un elemento de respuesta a la hipoxia.

En una realizacién, un elemento regulador en cis Util para la invencién comprende una secuencia de nucleétidos al
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:11 o SEQ ID NO:12 (la
secuencia complementaria de SEQ ID NO:11), en el que el elemento regulador en cis mejora la especificidad de
células endoteliales de un promotor, comparado con un promotor sin el elemento regulador en cis. El elemento
regulador en cis puede comprender ademas una secuencia de nucleétidos adicional al menos 60%, 70%, 80%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% idéntica a SEQ ID NO:13 o SEQ ID NO:14 (la secuencia complementaria de
SEQ ID NO:13).

En otra realizacién, un elemento regulador en cis para la invencién comprende una secuencia de nucleétidos al
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:13 o SEQ ID NO:14 (la
secuencia complementaria de SEQ ID NO:13), en el que el elemento regulador en cis mejora la especificidad de
células endoteliales de un promotor, comparado con un promotor sin el elemento regulador en cis. El elemento
regulador en cis puede comprender ademas una secuencia de nucleétidos adicional al menos 60%, 70%, 80%, 90%,
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95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% idéntica a SEQ ID NO:11 o SEQ ID NO:12 (la secuencia complementaria de
SEQ ID NO:11).

En otras realizaciones, un elemento regulador en cis para la invencién comprende una secuencia de nucleétidos al
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:15 o SEQ ID NO:16 (la
secuencia complementaria de SEQ ID NO:15), en el que el elemento regulador en cis mejora la especificidad de
células endoteliales de un promotor, comparado con un promotor sin el elemento regulador en cis. En otras
realizaciones, un elemento regulador en cis para la construccion de &cido nucleico comprende SEQ ID NO:7 o
cualquiera de sus fragmentos, variantes, derivados o andlogos, en el que los fragmentos, variantes, derivados o
analogos mejoran la especificidad de células endoteliales de un promotor, comparado sin el elemento regulador en
cis.

En algunas realizaciones, un elemento regulador en cis para la invencién comprende una secuencia de nucleétidos
al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO:23, en
el que el elemento regulador en cis mejora la especificidad de células endoteliales de un promotor, comparado con
un promotor sin el elemento regulador en cis. En otras realizaciones, un elemento regulador en cis para la
construccion de acido nucleico comprende SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO:23 o cualquiera de sus fragmentos,
variantes, derivados o analogos, en el que los fragmentos, variantes, derivados o analogos mejoran la especificidad
de células endoteliales de un promotor, comparado sin el elemento regulador en cis.

En otras realizaciones, un elemento regulador en cis para la invencién comprende una secuencia de nucledtidos al
menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a SEQ ID NO:24 o SEQ ID NO:25, en el
que el elemento regulador en cis mejora la especificidad de células endoteliales de un promotor, comparado con un
promotor sin el elemento regulador en cis. En otras realizaciones, un elemento regulador en cis para la construccién
de acido nucleico comprende SEQ ID NO:24 o SEQ ID NO:25 o cualquiera de sus fragmentos, variantes, derivados
0 analogos, en el que los fragmentos, variantes, derivados o andlogos mejoran la especificidad de células
endoteliales de un promotor, comparado sin el elemento regulador en cis.

La tabla 3 muestra diversas secuencias de elementos reguladores en cis Utiles para la invencion.

Tabla 3 - Promotores y elementos reguladores en cis especificos de células endoteliales

SEQ ID NO: Secuencias

SEQ ID NO:11 ctggagggtg actttgettc tggagecagt acttcatact tttcatt

SEQ ID NO:12 aatgaaaagt atgaagtact ggctccagaa gcaaagtcac cctcecag

SEQ ID NO:13 gtacttcata cttttecattc caatggggtg actttgcttc tgga

SEQ ID NO:14 tccagaagca aagtcacccece attggaatga aasagtatgaa gtac

SEQ ID NO:15 Elemento 3X

ctccagaagcaaagtcaccccattggaatgaaaagtatgaagtacaatgaaaagtatgaagt
actggctcecagaageaaagtcaccctecagaagcaaagtcaccecattggaatgaaaagtat

gaagtac

SEQ ID NO:16 Elemento 3x (secuencia complementara de SEQ ID NO:15)

gtacttcatacttttcattccaatggggtgactttgettectggagggtgactttgettctgy
agccagtacttcatacttttecattgtacttcatacttttecatteccaatggggtgactttget
tctggag

SEQ ID NO:17 Promotor PPE-1
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gtacgtgtacttctgatcggcgatactagggagataaggatgtgecctgacaaaaccacatty
ttgttgttatcattattatttagttttecttecttgetaactectgacggaatetttateac
ctcaaatgcgaagtactttagtttagaaaagacttggtggaaggggtggtggtggaaaagta
gggtgatcttccaaactaatctggttceccegecegeececagtagetgyggattcaagaygcgaa
gagtggggatcgtccecttgtttgatcagaaagacataaaaggaaaatcaagtgaacaatga
tcageeccacctcecaceccacceccectgegegegeacaatacaatctatttaattgtactte
atacttttcattceccaatggggtgactitgettetygagaaactettgattettgaactctgyg
ggctggcagcetagcaaaaggggaagegggetgetgetetetgecaggttetgeageggtotot
gtctagtgggtgttttetttttcettageecctgecectggattgtecagacggegggegtetge
ctctgaagttagecgtgatttectctagageecgggtettatectetggetgeacgttgectgt
gggtgactaatcacacaataacattgtitagggetggaatgaagtcagagetgtttacecce
acltctataggggticaatataaaaagyegygcgygagaactgtecgagtecagaagegttectge
accggegctgagagectgacceggtcetgetecgetgtecttgegegetgectecoggetgeo
cgcgacgetttegecceccagtggaagggecacttgetgeggeoge

SEQ ID NO:18

Promotor PPE-1-3X

gtacgtgtacttectgateggegatactagggagataaggatgtgectgacaaaaccacatty
ttgttgttatcattattatttagttttecttccttgetaactectgacggaatettteteac
ctcaaatgcgaagtactttagtttagaaaagacttggtggaaggggtggtggtggaaaagta
gggtgatcttccaaactaatctggttcecegeecgeccecagtagetgggattcaagagegaa
gagtggggatcgtecoccettgtttgatcagaaagacataaaaggaaaatcaagtgaacaatyga
tcagecccacctccacceoraceccectgegegegeacaatacaatetatttaattgtactte
atacttttcattccaatggggtgactttgettetggagaaactettgattettgaactetgg
ggctyggcagctagectecagaagcaaagteaccecattggaatgaaaagtatgaagtacaat
gaaaagtatgaagtactggctcecagaagcaaagtcacecteccagaagecaaagtcaceeocatt
ggaatgaaaagtatgaagtacgctagcaaaaggggaagegggetgetgetctetgecaggtte
tgcageggtctetgtetagtgggtgttttetttttettagecectgececctggattgtecagac
ggcgggegtetgectetgaagttagecgtgatttectetagagecgggtettatetetygget
geacgttgectgtgggtgactaatcacacaataacattgtttagggetggaatgaagtcaga
getgtttaccecccactetatagygggttcaatatasaaaggecggeggagaactgtcegagtea
gaagcgttcctgeaccggegetgagageotgacceggtetgetecgetgteettgegegetyg
ceteceggectgecegegacgetttegecccagtggaagggecacttgetgeggecge

SEQ ID NO:22

ggtgactttg cttctggag

SEQ ID NO:23

cteoccagaageaaagtcacce

SEQ ID NO:24

ctccagaagcaaagtcacce

SEQ ID NO:25

aatgaaaagtatgaagtac

SEQ ID NO:26

Elemento de respuesta a la hipoxia

gcacgt

19




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2774964 T3

Un elemento regulador en cis para la presente invencion puede estar unido a un promotor cadena arriba o cadena
abajo del promotor, o estar insertado entre los dos nucledtidos en el promotor. El promotor especifico de células
endoteliales para la presente invencién puede utilizar cualquier promotor conocido en la técnica. Por ejemplo, los
promotores adecuados que pueden utilizarse para la presente invencion incluyen los promotores especificos de
células endoteliales preproendotelina-1 (promotor PPE-1), documento US 2010/0282634, publicado el 11 de
noviembre de 11; y documento WO 2010/2011, publicado el 14 de julio de 2011); el promotor PPE-1-3X (patentes de
EE. UU. n.°s 7.579.327, 8.071.740, 8.039.261, US2010/0282634, US 2007/0286845, WO 2011/083464, y
WO2011/083466); los promotores TIE-1 (S79347, S79346) y TIE-2 (U53603) [Sato T. N., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
15 de octubre de 1993, 90(20); 9355-9658], el promotor de endoglina [Y11653; Rius C., Blood, 15 de diciembre de
1998, 92(12):4677-4690]; el factor de von Willerbrand [AF152417; Collins C. J., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, julio de
1987, 84(13):4393-4397]; el promotor KDR/flk [X89777, X89776; Ronicke V., Circ. Res., agosto de 1996, 79(2):277-
285]; el promotor FLT-1 [D64016, AJ224863; Morishita K., J. Biol. Chem., 17 de noviembre de 1995, 270(46):27948-
27953]; el promotor Egr-1 [AJ245926; Sukhatme V. P., Oncogene Res., septiembre-octubre de 1987, 1(4):343-355];
el promotor de E-selectina [Y12462; Collins T., J. Biol. Chem., 5 de febrero de 1991, 266(4):2466-2473]; los
promotores de moléculas de adhesién endoteliales: ICAM-1 [X84737; Horley K. J., EMBO J., octubre de 1989,
8(10):2889-2896]; VCAM-1 [M92431; lademarco M. F., J. Biol. Chem., 15 de agosto de 1992, 267(23):16323-16329];
PECAM-1 [AJ313330, X96849; CD31, Newman P. J., Science, 9 de marzo de 1990, 247(4947):1219-1222]; los
elementos especificos del musculo liso vascular: el promotor CArG box X53154 y promotor de proteina similar a
carboxipeptidasa adrtica ("aortic carboxypeptidase-like protein", ACLP) [AF332596; Layne M. D., Circ, Res., 2002,
90, 728-736]; y el gen 1 expresado preferentemente aértico [Yen-Hsu Chen, J. Biol. Chem., vol. 276, nimero 50,
47658-47663, 14 de diciembre, 2001].

En una realizacién, un promotor unido al potenciador especifico de células endoteliales comprende una secuencia
de nucleétidos al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de SEQ ID NO:17, en el que el
promotor unido al elemento induce una especificidad de células endoteliales al gen unido operablemente al
promotor. En otra realizacion, un promotor unido al elemento especifico de células endoteliales comprende un
fragmento, una variante, un derivado o un anélogo de un promotor PPE-1 de tipo salvaje, en el que dicho fragmento,
variante, derivado o andlogo induce una especificidad de células endoteliales al gen unido operablemente al
promotor. En un ejemplo, el elemento especifico de células endoteliales puede insertarse entre los restos
nucleotidicos 442 y 449 que corresponden a SEQ ID NO:17.

En otras realizaciones, un promotor especifico de células endoteliales comprende un elemento de respuesta a la
hipoxia. Un elemento de respuesta a la hipoxia ("hypoxia responsive element", HRE) se localiza sobre la hebra
antisentido del promotor de endotelina-1. Este elemento es un sitio de union del factor 1 inducible por hipoxia que es
necesario para la regulacién positiva del promotor de endotelina-1 (del gen humano, de rata y murino) por la hipoxia.
La hipoxia es una sefal potente que induce la expresidén de varios genes, que incluyen la eritropoyetina (Epo),
VEGF, y diversas enzimas glicoliticas. La secuencia central (8 pares de bases) esta conservada en todos los genes
que responden a condiciones hipdxicas, y las regiones flanqueantes son diferentes de otros genes. El elemento de
respuesta a la hipoxia ET-1 esta localizado entre los sitios de unién a GAT A-2 y a AP-1. En un ejemplo, un
elemento de respuesta a la hipoxia comprende SEQ ID NO:26, o uno de sus fragmentos, variantes, derivados o
analogos.

En otras realizaciones, un promotor especifico de células endoteliales Util para la invencién comprende, consiste
fundamentalmente o consiste en una secuencia de nucleétidos al menos 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 0 100% de SEQ ID NO:18, en el que el promotor unido al elemento regulador en cis induce una
especificidad de células endoteliales al gen unido operablemente al promotor. En otra realizacién, un promotor
especifico de células endoteliales comprende un fragmento, una variante, un derivado o un analogo de SEQ ID
NO:18, en el que dicho fragmento, variante, derivado o analogo induce una especificidad de células endoteliales al
gen unido operablemente al promotor.

Pueden encontrarse otras variaciones de los promotores especificos de células endoteliales en los documentos
WO2011/083464, WO2011/083466, y WO2012/052423.

La presente invencién también proporciona una nueva secuencia de promotor que comprende una secuencia de
nucledtidos de SEQ ID NO:17. En un ejemplo, el promotor comprende ademas un elemento regulador en cis
especifico de células endoteliales. En un ejemplo, el elemento regulador en cis especifico de células endoteliales
comprende SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID
NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 o cualquiera de sus fragmentos, variantes,
derivados o analogos, en el que los fragmentos, variantes, derivados o analogos mejoran la especificidad de células
endoteliales del promotor, comparado con un promotor sin el elemento regulador en cis. En otro ejemplo, el promotor
comprende una secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO:18. La invencion incluye una construccion de acido
nucleico que comprende el nuevo promotor y una secuencia de nucleétidos heteréloga. En una realizacion, la
secuencia de nucledtidos heter6loga comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una proteina de
quimera-Fas descrita en la presente. En otra realizacién, la secuencia de nucleétidos heterdloga comprende una
secuencia de adenovirus.
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C. Vector

La invencion también proporciona un vector que comprende la construccion de acido nucleico que comprende un
gen de quimera-FAS unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales. Para los objetivos de
esta invencion, pueden emplearse numerosos sistemas de vector. Por ejemplo, los diversos sistemas de transporte
de genes viricos que pueden usarse en la practica de este aspecto de la invencidn incluyen, pero no se limitan a un
vector adenovirico, un vector de alfavirus, un vector de enterovirus, un vector de pestivirus, un vector lentivirico, un
vector baculovirico, un vector de herpesvirus, un vector del virus de Epstein Barr, un vector papovavirico, un vector
de poxvirus, un vector del virus de vaccinia, un vector de virus adenoasociado y un vector del virus del herpes
simplex.

En otra realizacién, un vector que comprende un gen de quimera-FAS unido operablemente a un promotor
especifico de células endoteliales es un adenovirus. Por ejemplo, el adenovirus puede ser uno o mas de la especie
A de adenovirus humano (serotipos 12, 18, y 31), B (serotipos 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50, y 55), C (serotipos 1,
2,5,6,y57),D(8,9,10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51, 53, 54, y 56), E (serotipo 4), F (serotipo
40 y 41), o G (serotipo 52). En una realizacién particular, el adenovirus para la invencién es el adenovirus humano
de serotipo 5. En algunas realizaciones, el adenovirus Util para la terapia génica es un adenovirus no replicante
recombinante que no contiene una region E1 ni una regién E3. En ciertas realizaciones, el adenovirus para la
invencion es un adenovirus de replicacién condicionada que no contiene una region E3, pero si contiene una region
E1.

En una realizacion, el vector comprende, consiste fundamentalmente o consiste en SEQ ID NO:19. En otra
realizacién, el vector de adenovirus es un virus aislado que tiene el n® de registro de la European Collection of Cell
Cultures (ECACC) 13021201.

D. Depésitos bioldgicos

Los depositos biologicos se realizaron en European Collection of Cell Cultures (ECACC) localizado en Health
Protection Agency Culture Collections, Health Protection Agency, Microbiology Services, Porton Down, Salisbury,
SP4 0JG, Reino Unido, segun el Tratado de Budapest y segun 37 C.F.R. § 1.808. Las muestras de los materiales
depositados estaran disponibles al publico tras la concesion de una patente. La invencién descrita y reivindicada en
la presente no esta limitada por el alcance de la cepa depositada, puesto que la realizacion depositada solo pretende
ser una ilustracion de la invencién.

Cepa n? de registro de ECACC  Fecha de deposito

VB-111 13021201 12 de febrero de 2013
Ill. Antagonistas de VEGF

El VEGF, el factor de crecimiento endotelial vascular, es un mitégeno especifico de células endoteliales y un inductor
de la angiogénesis. El término VEGF incluye los miembros de la familia del gen VEGF: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
y VEGF-D. Se considera que VEGF-A es el miembro prototipico de la familia de genes VEGF. A través de un corte y
empalme de exones alternativo, VEGF-A existe en cuatro isoformas diferentes: VEGF121, VEGF1s5, VEGF1s9, y
VEGF206. Las cuatro isoformas de VEGF-A tienen una longitud de 121, 165, 189 y 206 aminoacidos
(respectivamente) después de la escision de la secuencia sefial.

Tras haber sido expresado, el VEGF se segrega fuera de la célula, donde se une a la region extracelular de un
receptor de VEGF (VEGFR). Existen dos VEGFR principales, VEGFR-1 o VEGFR-2, siendo ambos receptores de
tirosina quinasa. Un tercer VEGFR, VEGFR-3, es un receptor de tirosina quinasa relacionado que solo se une a
VEGF-C y VEGF-D. Tras unirse a VEGF, el VEGFR senaliza acontecimientos corriente abajo que conducen a la
proliferacién de células endoteliales y a la angiogénesis. Se sabe que VEGF-C y VEGF-D regulan la angiogénesis
linfatica.

El gen VEGF contiene secuencias de nucleotidos que son altamente homélogas con las del factor-1 inducible por
hipoxia (HIF-1). Estas secuencias similares a HIF-1 permiten la inducciéon de la expresién del gen VEGF bajo
condiciones hipdxicas. Asi, en condiciones de un bajo contenido en oxigeno, tales como las que aparecen en el
microentorno de un tumor, se induce la expresion del gen VEGF. La produccién de niveles elevados de VEGF dentro
del lecho de un tumor provoca una mayor sefnalizacién de VEGFR vy, por tanto, de crecimiento de células
endoteliales y angiogénesis. La formacion de nuevos vasos sanguineos dentro del tumor proporciona sangre y
oxigeno al tumor en crecimiento.

Debido al papel destacado del VEGF en la angiogénesis y el crecimiento y desarrollo del tumor, se estudian a los
antagonistas de VEGF como potenciales agentes terapéuticos para el cancer. Los antagonistas de VEGF pueden
evitar la actividad VEGF uniéndose directamente a VEGF y bloqueando su interaccion con un VEGFR. Esto reduce
la senalizacién desde el VEGFR vy los acontecimientos corriente abajo, con lo cual se produce una reduccién en la
angiogénesis. En una realizacién, un antagonista de VEGF Uutil para la invencion es un anticuerpo anti-VEGF o una
molécula de unién a VEGF. En otra realizacion, un anticuerpo anti-VEGF o una molécula de unién a VEGF es un
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anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, un anticuerpo monocatenario o un
anticuerpo quimeérico. En otra realizacién, un anticuerpo anti-VEGF o una molécula de uniéon a VEGF para la terapia
comprende Fab, F(ab)z, Fv, o scFv.

Otro tipo de antagonista de VEGF que puede reducir o inhibir la actividad VEGF es una molécula que se une a
VEGFR vy, por tanto, bloquea la interaccién de VEGFR con VEGF. Esta interferencia de la unién del receptor/ligando
evita la sefalizacién de VEGFR y reduce la angiogénesis y la proliferacién de células endoteliales. En una
realizacién, el antagonista de VEGF es un anticuerpo anti-VEGF o una molécula de unién a VEGF. En otra
realizacién, el anticuerpo anti-VEGF o la molécula de unién a VEGF es un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
humanizado, un anticuerpo humano, un anticuerpo monocatenario o un anticuerpo quimérico. En otra realizacion, el
anticuerpo anti-VEGF o la molécula de unién a VEGF comprende Fab, F(ab)z, Fv, o scFv.

Los antagonistas de VEGF que se unen a VEGF o VEGFR pueden inhibir la actividad VEGF mediante mecanismos
de accién similares, ya que evitan la interaccion del receptor/ligando, la sefalizacion de VEGFR, y los
acontecimientos de sefalizacion corriente abajo, tales como la proliferacion de células endoteliales y la
angiogénesis. Asi, en una realizacion, el antagonista de VEGF se selecciona del grupo que consiste en
bevacizumab (patente de EE. UU. n.? 7.169.901), ranibizumab (patente de EE. UU. n.2 7.297.334), VGX-100
(patente de EE. UU. n.? 7.423.125), r84 (patente de EE. UU. n.? 8.034.905), aflibercept (patente de EE. UU. n.®
5.952.199), IMC-18F1 (patente de EE. UU. n.? 7.972.596), IMC-1C11 (documento PCT/US2000/02180), y
ramucirumab (patente de EE. UU. n.? 7.498.414). Una molécula de union a VEGF incluye otras formas de moléculas
derivadas de anticuerpos, por ejemplo, un monocuerpo, un diacuerpo, un minicuerpo o cualquier proteina quimérica
que comprenda al menos una CDR de un anticuerpo de unién a VEGF, por ejemplo, bevacizumab.

En una realizacion, el anticuerpo anti-VEGF o la molécula de uniéon a VEGF comprende al menos una CDR
seleccionada del grupo que consiste en Vi de CDR1 (SEQ ID NO:28), Vi de CDR2 (SEQ ID NO:29), Vi de CDR3
(SEQ ID NO:30), VL de CDR1 (SEQ ID NO:31), Vi de CDR2 (SEQ ID NO:32), Vi de CDR3 (SEQ ID NO:33), y
cualquiera de sus combinaciones. Véase la tabla 4.

Tabla 4 - Secuencias de aminoacidos de regiones determinantes de la complementariedad

CDR Secuencia

Vide CDR1 (SEQ ID NO:28) GYTFTNYGMN

Vide CDR2 (SEQ ID NO:29) WINTYTGEPTYAADFKR
Vi de CDR3 (SEQ ID NO:30) YPHYYGSSHWYFDV

VL de CDR1 (SEQ ID NO:31) SASQDISNYLN

ViLde CDR2 (SEQ ID NO:32) FTSSLHS

Vi de CDRS3 (SEQ ID NO:33) QQYSTVPWT

En otra realizacion, el anticuerpo anti-VEGF o la molécula de unién a VEGF comprende CDR1 (SEQ ID NO:28),
CDR2 (SEQ ID NO:29), o CDRS3 (SEQ ID NO:30) de la regién variable de cadena pesada (Vn) del bevacizumab. Por
ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF o una molécula de unién a VEGF comprende CDR1 y CRD2 de Vu, CDR1 y
CDR3 de Vi, CDR2 y CDR3 de Vi, 0o CDR1, CDR2 o CDR3 de Vh. En otras realizaciones, el anticuerpo anti-VEGF o
la molécula de unién a VEGF comprende CDR1 (SEQ ID NO:31), CDR2 (SEQ ID NO:32), o CDR3 (SEQ ID NO:33)
de la region variable de cadena ligera (VL) del bevacizumab. Por ejemplo, un anticuerpo anti-VEGF o una molécula
de unién a VEGF comprende CDR1 y CDR2 de Vi, CDR1 y CDR3 de V., CDR2 y CDR3 de Vi, o CDR1, CDR2 y
CDR3 de VL. En algunas realizaciones, un anticuerpo anti-VEGF o una molécula de uniéon a VEGF comprende VH del
bevacizumab. En ciertas realizaciones, un anticuerpo anti-VEGF o una molécula de uniéon a VEGF comprende V. del
bevacizumab.

En otro aspecto de la presente invencién, el anticuerpo anti-VEGF o la molécula de unién a VEGF comprende Vu de
CDR1 (SEQ ID NO:28), Vi de CDR2 (SEQ ID NO:29), Vi de CDR3 (SEQ ID NO:30), V.de CDR1 (SEQ ID NO:31),
ViLde CDR2 (SEQ ID NO:32), y VLde CDRS3 (SEQ ID NO:33).

IV. Métodos de tratamiento que emplean adenovirus que expresan una proteina de quimera-FAS y un antagonista
de VEGF

Una realizacion de la presente invencion proporciona métodos para inducir o mejorar la capacidad de respuesta a un

antagonista de VEGF en un sujeto o en una poblacion de sujetos que lo necesita, que comprenden administrar un
vector que expresa una proteina de quimera-FAS en combinacién con un antagonista de VEGF.
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En un aspecto, la presente invencién incluye un método para inhibir o reducir la angiogénesis en un sujeto o en una
poblacién de sujetos que lo necesita, que comprende (i) identificar un sujeto o una poblacion de sujetos como
candidatos para una mejora en la capacidad de respuesta a un tratamiento con un antagonista de VEGF, vy (ii)
administrar un vector que codifica una proteina de quimera-FAS y el antagonista de VEGF al sujeto o la poblacion de
sujetos, en el que el sujeto o la poblacién de sujetos presenta una mejora en la capacidad de respuesta a un
antagonista de VEGF después de la administracion del vector.

En otro aspecto, la presente invencién incluye un método para inhibir o reducir la angiogénesis en un sujeto 0 en una
poblacién de sujetos que necesita una capacidad de respuesta inducida o mejorada a un antagonista de VEGF, que
comprende administrar un vector que codifica una proteina de quimera-FAS y el antagonista de VEGF al sujeto o la
poblacién de sujetos, en el que el sujeto o la poblacion de sujetos presenta una mejora en la capacidad de respuesta
a un antagonista de VEGF después de la administracién del vector.

En otros aspectos, la identificacién de un sujeto o una poblacién de sujetos como candidatos para una mejora en la
capacidad de respuesta a un tratamiento con un antagonista de VEGF comprende (a) administrar un antagonista de
VEGF por si solo, (b) medir la capacidad de respuesta al antagonista de VEGF, (c) administrar un vector que
codifica una proteina de quimera-FAS, (d) administrar el antagonista de VEGF, (e) medir la capacidad de respuesta
al antagonista de VEGF en (d), y (f) comparar la capacidad de respuesta en (b) con la capacidad de respuesta en
(d). El sujeto o la poblacién de sujetos que muestra una mayor capacidad de respuesta en (e) que en (b) puede
identificarse como un sujeto que necesita una capacidad de respuesta inducida o mejorada al antagonista de VEGF.
El sujeto o la poblacién de sujetos que muestra una capacidad de respuesta igual entre (b) y (e), o una mayor
capacidad de respuesta en (b) que en (e) puede identificarse como no candidato y ser excluido de una terapia
posterior.

En una realizacion, la invencion se dirige a un método para inducir la apoptosis de una célula endotelial en un tumor
de un sujeto que lo necesita, que comprende administrar un antagonista de VEGF al sujeto, en el que al sujeto se le
administra un vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de
células endoteliales antes de la administracion del antagonista de VEGF, y en el que la capacidad de respuesta del
sujeto al antagonista de VEGF aumenta después de la administracién del vector. En otra realizacién, la invencion
proporciona un método para inducir la apoptosis de una célula endotelial en un tumor de un sujeto que lo necesita,
que comprende: (i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un
promotor especifico de células endoteliales, en el que la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF
aumenta después de la administracion del vector, y (ii) administrar el antagonista de VEGF al sujeto. En otras
realizaciones, la invencion incluye un método para inducir la apoptosis de una célula endotelial en un tumor de un
sujeto que lo necesita, que comprende (i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-Fas unido
operablemente a un promotor especifico de células endoteliales, (ii) administrar un antagonista de VEGF al sujeto, y
(iii) medir la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF, en el que la capacidad de respuesta del
sujeto aumenta después de la administracion del vector. En otras realizaciones, el tamario del tumor del sujeto se
reduce después de la administracién del antagonista de VEGF.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona un método para reducir el tamafio de un tumor en un sujeto que lo
necesita, que comprende administrar un antagonista de VEGF al sujeto, en el que al sujeto se le administra un
vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales
antes de la administracion del antagonista de VEGF, en el que la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista
de VEGF aumenta después de la administracion del vector y antes de la administracion del antagonista de VEGF, y
en el que el tamano del tumor en el sujeto se reduce después de la administracién del antagonista de VEGF. En
algunas realizaciones, la invencion proporciona un método para reducir el tamafio de un tumor en un sujeto que lo
necesita, que comprende: (i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a
un promotor especifico de células endoteliales, en el que la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de
VEGF aumenta después de la administracion del vector, y (ii) administrar un antagonista de VEGF al sujeto, en el
que el tamafio del tumor en el sujeto se reduce después de la administracion del antagonista de VEGF. La presente
invencion también incluye un método para reducir el tamafio de un tumor en un sujeto que lo necesita, que
comprende: (i) administrar un vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor
especifico de células endoteliales, (i) administrar un antagonista de VEGF al sujeto, y (iii) medir la capacidad de
respuesta del sujeto al antagonista de VEGF, en el que la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF
aumenta después de la administracion del vector. En otras realizaciones, el tamaro del tumor se reduce comparado
con el tamafo del tumor de un sujeto al que no se le administra el vector antes de la administracién del antagonista
de VEGF. En otras realizaciones, el tamafo del tumor se mide comparando el tamafo del tumor antes de la
administracion del antagonista de VEGF y el tamafo del tumor después de la administracion del antagonista de
VEGF.

En ciertas realizaciones, la invencién incluye un método para tratar una enfermedad o un trastorno asociado con un
tumor en un sujeto, que comprende administrar un antagonista de VEGF a un sujeto que lo necesita, en el que al
sujeto se le administra un vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor
especifico de células endoteliales antes de la administracion del antagonista de VEGF, y en el que la capacidad de
respuesta del sujeto al antagonista de VEGF aumenta después de la administracion del vector y antes de la
administracion del antagonista de VEGF. La invencion también se dirige a un método para tratar una enfermedad o
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un trastorno asociado con un tumor en un sujeto, que comprende (i) administrar un vector que comprende un gen de
quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales, en el que la capacidad de
respuesta del sujeto al antagonista de VEGF aumenta después de la administracién del vector, y (ii) administrar el
antagonista de VEGF al sujeto. En algunas realizaciones, la invencion proporciona un método para tratar una
enfermedad o un trastorno asociado con un tumor en un sujeto, que comprende (i) administrar un vector que
comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de células endoteliales, (ii)
administrar un antagonista de VEGF al sujeto, y (iii) medir la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de
VEGF, en el que la capacidad de respuesta del sujeto al antagonista de VEGF aumenta después de la
administracion del vector. En otras realizaciones, el tumor del sujeto progresa después de la administracion del
vector.

En algunas realizaciones, la invencién incluye un método para identificar un candidato para una terapia con un
antagonista de VEGF, que comprende (i) medir el tamafo de un tumor de un sujeto al que se le ha diagnosticado un
tumor antes de administrar un vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor
especifico de células endoteliales al sujeto, y (ii) medir la progresion del tumor después de la administracién del
vector, en el que el sujeto se identifica como un candidato después de que el tumor haya progresado. En otras
realizaciones, la invencion proporciona un método para identificar un candidato para una terapia con un antagonista
de VEGF, que comprende (i) medir el tamano de un tumor de un sujeto al que se le ha diagnosticado un tumor antes
de administrar un vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un promotor especifico de
células endoteliales al sujeto, (ii) medir la progresion del tumor después de la administracién del vector, en el que el
sujeto se identifica como un candidato después de que el tumor haya progresado, y (iii) dar instrucciones a un
asistente médico para que administre un antagonista de VEGF al sujeto. En ciertos aspectos, la progresion del tumor
se mide mediante el crecimiento del tumor. En algunas realizaciones, la progresién clinica se evalia por medio del
deterioro clinico en las sefales y los sintomas neurolégicos de los pacientes, tales como debilidad muscular y estado
mental.

En una realizacién concreta, el crecimiento del tumor se mide mediante MRI. En otras realizaciones, el tumor del
sujeto es un tumor recurrente que surge durante el tratamiento con el vector. En otras realizaciones, el tumor del
sujeto es un tumor metastasico que surge durante el tratamiento con el vector.

El término “sujeto” o “individuo” o “animal” o “paciente” o “mamifero” significa cualquier sujeto, en particular un sujeto
mamifero, que tiene o que se espera que tenga una capacidad de respuesta mayor o mejorada a un antagonista de
VEGF. En algunas realizaciones, el sujeto es cualquier sujeto que previamente no respondia a un antagonista de
VEGF, pero que acaba por responder al antagonista de VEGF después de la exposicion al vector. En una
realizacion, el sujeto es un ser humano. En otra realizacién, el sujeto es un paciente con cancer.

La expresién “un sujeto o una poblacién de sujetos que necesita una capacidad de respuesta inducida o mejorada a
un antagonista de VEGF”, tal como se emplea en la presente, indica que el sujeto o la poblacién de sujetos ha sido
identificado como candidato o candidatos para la terapia de combinacion. El sujeto o la poblacion de sujetos puede
identificarse como candidato o candidatos para la terapia de combinacién antes de la administracion del vector o del
antagonista de VEGF.

En ciertas realizaciones, la identificacién de un candidato para la terapia de combinacion comprende medir diversas
caracteristicas de la angiogénesis tumoral, por ejemplo, una reducciéon en el tamafno del tumor, la inhibicion del
crecimiento del tumor, una reduccién en la angiogénesis, una reduccidon en la neovascularizacion, o cualquier
caracteristica conocida de la angiogénesis.

En un aspecto, el sujeto o la poblacién de sujetos que necesita una capacidad de respuesta inducida o mejorada a
un antagonista de VEGF presenta un tumor o una metastasis de este, y el antagonista de VEGF y el vector tratan,
disminuyen o reducen el tamafo de un tumor o una metastasis de este. En otro aspecto, el sujeto o la poblacion de
sujetos que necesita una capacidad de respuesta inducida o mejorada a un antagonista de VEGF necesita la
inhibicién de la angiogénesis, y el antagonista de VEGF vy el vector tratan, disminuyen, previenen o reducen la
angiogénesis. En otros aspectos, el sujeto o la poblacién de sujetos que necesita una capacidad de respuesta
inducida o mejorada a un antagonista de VEGF tiene cancer, y el vector y el antagonista de VEGF tratan el cancer.

En ciertos aspectos, tras identificar al sujeto o a la poblacion de sujetos como candidatos, el antagonista de VEGF
se administra antes de administrar el vector, al mismo tiempo que la administraciéon de un vector, o después de la
administracion de un vector. En otros aspectos, tras identificar la sujeto o a la poblacién de sujetos como candidatos,
el vector se administra antes del antagonista de VEGF al menos un dia antes, al menos dos dias antes, al menos
tres dias antes, al menos cuatro dias antes, al menos cinco dias antes, al menos seis dias antes, al menos siete
dias antes, al menos nueve dias antes, al menos 10 dias antes, al menos dos semanas antes, al menos tres
semanas antes, al menos cuatro semanas antes, al menos un mes antes, al menos dos meses antes, o0 mas.

En una realizacion de la presente invencion, la invencion incluye un método para estabilizar una enfermedad o un
trastorno asociado con un cancer. En algunas realizaciones, la invencién incluye un método para estabilizar una
enfermedad o un trastorno asociado con el cancer colorrectal metastasico ("metastatic colorectal cancer", mCRC),
cancer de pulmén no microcitico no escamoso avanzado ("nonsquamous non-small cell lung cancer", NSCLC),
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carcinoma de células renales metastasico ("metastatic renal cell carcinoma", mRCC), glioblastoma multiforme
(GBM), cancer milleriano, cancer ovarico, cancer peritoneal, cancer de trompas de Falopio, o carcinoma seroso
papilar uterino. En unos aspectos, la presente invencién reduce el volumen de un fluido peritoneal maligno, por
ejemplo, fluido de ascitis, reduce el dolor del sujeto, prolonga la supervivencia del sujeto, o cualquiera de sus
combinaciones. El tumor que puede reducirse, inhibirse o tratarse con la combinacién del vector y el antagonista de
VEGF puede ser un tumor so6lido, un tumor primario o un tumor metastasico. El término “metastasico” o “metéstasis”
se refiere a células tumorales que son capaces de establecer lesiones de tumores secundarios en otras partes u
otros érganos.

Un “tumor sélido” incluye, pero no se limita a sarcoma, melanoma, carcinoma, u otro cancer de tumor sélido. Un
“sarcoma” se refiere a un tumor que esta formado por una sustancia, tal como tejido conectivo embrionario, y en
general esta compuesto de células muy compactadas dentro de una sustancia fibrilar u homogénea. Los sarcomas
incluyen, pero no se limitan a condrosarcoma, fibrosarcoma, linfosarcoma, melanosarcoma, mixosarcoma,
osteosarcoma, sarcoma de Abemethy, sarcoma adiposo, liposarcoma, sarcoma de partes blandas alveolares,
sarcoma ameloblastico, sarcoma botrioides, sarcoma cloroma, coriocarcinoma, sarcoma embrionario, sarcoma de
tumor de Wilms, sarcoma endometrial, sarcoma estromatico, sarcoma de Ewing, sarcoma fascial, sarcoma
fibroblastico, sarcoma de células gigantes, sarcoma granulocitico, sarcoma de Hodgkin, sarcoma hemorragico
pigmentado multiple idiopatico, sarcoma inmunoblastico de células B, linfoma, sarcoma inmunoblastico de células T,
sarcoma de Jensen, sarcoma de Kaposi, sarcoma de células de Kupffer, angiosarcoma, leucosarcoma, sarcoma
mesenquimoma maligno, sarcoma parosteal, sarcoma reticulocitico, sarcoma de Rous, sarcoma seroquistico,
sarcoma sinovial, 0 sarcoma telangiectaltico.

El término “melanoma” se refiere a un tumor se surge del sistema melanocitico de la piel y otros 6rganos. Los
melanomas incluyen, por ejemplo, melanoma lentiginoso acral, melanoma amelanético, melanoma juvenil benigno,
melanoma de Cloudman, melanoma S91, melanoma de Harding-Passey, melanoma juvenil, melanoma maligno de
lentigo, melanoma maligno, melanoma metastasico, melanoma nodular, melanoma subungal, o melanoma de
propagacion superficial.

El término “carcinoma” se refiere a un crecimiento nuevo maligno formado por células epiteliales propensas a
infiltrarse en los tejidos circundantes y producir metastasis. Los ejemplos de carcinomas incluyen, por ejemplo,
carcinoma acinar, carcinoma acinoso, carcinoma adenoquistico, carcinoma quistico adenoide, carcinoma
adenomatoso, carcinoma de cértex adrenal, carcinoma alveolar, carcinoma de células alveolares, carcinoma de
células basales, carcinoma basocelular, carcinoma basaloide, carcinoma de células basoescamosas, carcinoma
bronquioalveolar, carcinoma bronquiolar, carcinoma broncogénico, carcinoma cerebriforme, carcinoma
colangiocelular, carcinoma coriénico, carcinoma coloide, comedocarcinoma, carcinoma de corpus, carcinoma
cribriforme, carcinoma en coraza, carcinoma cutaneo, carcinoma cilindrico, carcinoma de células cilindricas,
carcinoma ductal, carcinoma duro, carcinoma embrionario, carcinoma encefaloide, carcinoma epiermoide, carcinoma
epitelial adenoide, carcinoma exofitico, carcinoma de Ulcera, carcinoma fibroso, carcinoma gelatiniforme, carcinoma
gelatinoso, carcinoma de células gigantes, carcinoma gigantocelular, carcinoma glandular, carcinoma de células
granulosas, carcinoma de la matriz capilar, carcinoma hematoide, carcinoma hepatocelular, carcinoma de células de
Hurthle, carcinoma hialino, carcinoma hipemefroide, carcinoma embrionario infantil, carcinoma in situ, carcinoma
intraepidérmico, carcinoma intraepitelial, carcinoma de Krompecher, carcinoma de células de Kulchitzky, carcinoma
de células grandes, carcinoma lenticular, carcinoma lenticulare, carcinoma lipomatoso, carcinoma linfoepitelial,
carcinoma medullare, carcinoma medular, carcinoma melanético, carcinoma blando, carcinoma mucinoso,
carcinoma mucoso, carcinoma mucocelular, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma mucosum, carcinoma mucoso,
carcinoma mixomatodes, carcinoma nasofaringeo, carcinoma de células en avena, carcinoma ossificans, carcinoma
osteoide, carcinoma papilar, carcinoma periportal, carcinoma preinvasivo, carcinoma de células espinosas,
carcinoma pultaceo, carcinoma de células renales del rifidén, carcinoma de células de reserva, carcinoma
sarcomatoide, carcinoma schneideriano, carcinoma escirro, carcinoma del escroto, carcinoma de células en anillo de
sello, carcinoma simple, carcinoma de células pequefas, carcinoma solanoide, carcinoma de células esferoides,
carcinoma de células en huso, carcinoma esponjoso, carcinoma escamoso, carcinoma de células escamosas,
carcinoma de cuerda, carcinoma telangiectatico, carcinoma telangiectiode, carcinoma de células de transicion,
carcinoma tuberosum, carcinoma tuberoso, carcinoma verrugoso, o carcinoma velloso.

Otros canceres que pueden inhibirse o tratarse incluyen, por ejemplo, leucemia, enfermedad de Hodgkin, linfoma no
hodgkiniano, mieloma mudltiple, neuroblastoma, cancer de mama, cancer ovarico, cancer de pulmoén,
rabdomiosarcoma, trombocitosis primaria, macroglobulinemia primaria, tumores de pulmén microciticos, tumores
cerebrales primarios, cancer de estémago, cancer de colon, insulanoma pancreatico maligno, carcinoide maligno,
cancer de la vejiga urinaria, lesiones de la piel premalignas, cancer testicular, linfomas, cancer de tiroides, cancer de
tiroides papilar, neuroblastoma, cancer neuroendocrino, cancer esofagico, cancer del tracto genitourinario,
hipercalcemia maligna, cancer cervical, cancer endometrial, cancer cortical adrenal, cancer de prostata, cancer
mulleriano, cancer ovarico, cancer peritoneal, cancer de las trompas de Falopio, o carcinoma seroso papilar uterino.

En otras realizaciones, el sujeto ha recibido hasta tres, hasta dos o hasta una linea previa de quimioterapia. En otras
realizaciones, el sujeto no ha recibido mas de 3 lineas previas de quimioterapia para un cancer recurrente.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona un método para inducir o mejorar la capacidad de respuesta a un
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antagonista del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en un sujeto o una poblacion de sujetos que lo
necesita, que comprende administrar un vector que comprende un gen de quimera-Fas unido operablemente a un
promotor especifico de células endoteliales y el antagonista de VEGF al sujeto o la poblacion de sujetos, en el que la
capacidad de respuesta al antagonista de VEGF se induce o mejora después de la administracion del vector,
comparado con la capacidad de respuesta al antagonista de VEGF sin la administracién del vector.

En ciertas realizaciones, tras identificar al sujeto o a la poblacién de sujetos como candidatos, el método comprende
ademas administrar dosis repetidas del antagonista de VEGF y el vector.

La dosis del vector administrada como parte de la presente invencion puede medirse en particulas de virus (PV). En
una realizacién, la dosis del vector en la terapia de combinacién con bevacizumab es menor que la dosis que se
emplea para la terapia sin bevacizumab (por ejemplo, una terapia que emplea el vector por si solo). Por ejemplo,
una cantidad eficaz del vector en la terapia de combinacién con bevacizumab incluye, pero no se limita a igual o
menor que aproximadamente 1x10'3, 9x10'2, 8x10'2, 7x10'2, 6x10'2, 5x10'2, 4x10'2, 3x10'2, 2x10'2, 1x10'3,
9x10", 8x10'!, 7x10'", 6x10"", 5x10"", 4x10", 3x10'"!, 2x10"", 1x10'"!, 9x10'°, 8x10'0, 7x10'°, 6x10'0, 5x10,
4x10'°, 3x101°, 2x10'0, 0 1x10" particulas de virus.

En una realizacion, el vector se administra en una cantidad eficaz de al menos aproximadamente 1x10'! particulas
de virus. En otra realizacion, el vector se administra en una cantidad eficaz de al menos aproximadamente 1x10'2
particulas de virus. En otra realizacion, el vector se administra en una cantidad eficaz de al menos aproximadamente
1x10'3 particulas de virus. En ofra realizacién, el vector se administra en una cantidad eficaz de al menos
aproximadamente 1x10' particulas de virus. En otras realizaciones, el vector se administra en una cantidad eficaz
de al menos aproximadamente1x107, 1x108, 1x10°, 1x10%°, 0 5x10' particulas de virus.

Las dosis del antagonista de VEGF (por ejemplo, bevacizumab) puede medirse en mg/kg de peso corporal. En un
aspecto, la dosis de bevacizumab en la terapia de combinacién con el vector es menor que la dosis de bevacizumab
sin el vector (por ejemplo, una terapia que emplea el bevacizumab por si solo). Los ejemplos no limitantes de una
cantidad eficaz de bevacizumab incluyen igual o menor que aproximadamente 15 mg/kg, 14 mg/kg, 13 mg/kg, 12
mg/kg, 11 mg/kg, 10 mg/kg, 9 mg/kg, 8 mg/kg, 7 mg/kg, 6 mg/kg, 5 mg/kg, 4 mg/kg, 3 mg/kg, 2 mg/kg, o 1 mg/kg.

En una realizacion especifica, el vector se administra en una cantidad eficaz de 3x10'2 a 1x10'® PV, y el
bevacizumab se administra en una cantidad eficaz de 5 mg/kg a 15 mg/kg.

La presente invencion proporciona métodos para inducir o mejorar la capacidad de respuesta a antagonistas de
VEGF, que comprenden administrar un vector y un antagonista de VEGF. El régimen usado para administrar el
vector y el antagonista de VEGF comprende la administracion repetida del vector y bevacizumab. En una
realizacién, el vector se administra repetidas veces a diario, una vez en aproximadamente 2 dias, una vez en
aproximadamente 3 dias, una vez en aproximadamente 4 dias, una vez en aproximadamente 5 dias, una vez en
aproximadamente 6 dias, una vez en aproximadamente 7 dias, una vez en aproximadamente 2 semanas, una vez
en aproximadamente 3 semanas, una vez en aproximadamente 4 semanas, una vez en aproximadamente 5
semanas, una vez en aproximadamente 6 semanas, una vez en aproximadamente 7 semanas, una vez en
aproximadamente 2 meses, 0 una vez en aproximadamente 6 meses. En otra realizacién, el bevacizumab se
administra repetidas veces una vez en aproximadamente 7 dias, una vez en aproximadamente 2 semanas, una vez
en aproximadamente 3 semanas, una vez en aproximadamente 4 semanas, una vez en aproximadamente 2 meses,
una vez en aproximadamente 3 meses, una vez en aproximadamente 4 meses, una vez en aproximadamente 5
meses, 0 una vez en aproximadamente 6 meses. En una realizacién particular, el vector se administra cada 2
meses, y el bevacizumab se administra cada 2 semanas.

V. Composiciones farmacéuticas

En la invencién también se proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende un vector que expresa una
proteina de quimera-FAS empleada en los métodos de la invencion. La composicién farmacéutica puede formularse
para la administracion a mamiferos, incluyendo seres humanos. Las composiciones farmacéuticas usadas en los
métodos de esta invencién comprenden vehiculos farmacéuticamente aceptables que incluyen, por ejemplo,
intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas séricas, tales como la albumina de
suero humana, sustancias tamponantes, tales como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato de potasio, mezclas de
glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de
protamina, bifosfato de disodio, bifosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de cinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias a base de celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa sodio, poliacrilatos,
ceras, polimeros en bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y lanolina. En una realizacién, la
composicién se formula afadiendo disolucion salina.

Las composiciones de la presente invencion pueden administrarse mediante cualquier método adecuado, por
ejemplo, por via parenteral (que incluye, por ejemplo, técnicas infusidon o inyeccion subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intrahepatica, intralesional e intracraneal),
intraventricular, oral, mediante un pulverizado para inhalacién, topica, rectal, nasal, bucal, vaginal o mediante un
depdsito implantado. Tal como se describié previamente, la composicion comprende una construccion de &cido
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nucleico que comprende un gen de quimera-FAS en una célula endotelial y, con ello, induce la apoptosis de la célula
endotelial. Por consiguiente, la composicion puede inhibir, reducir o disminuir el tamafio de un tumor, o una
metastasis de este, mediante la inhibicién de la neovascularizacién y/o la angiogénesis de las células endoteliales
tumorales. De modo similar, el antagonista de VEGF usado en combinacion con la construccion de &acido nucleico
inhibe la neovascularizacion y/o la angiogénesis a través de la inhibicién directa de la actividad VEGF. Por tanto, en
una realizacion, la terapia de combinacién se administra de modo sistémico o local. Para la administracién sistémica
o local, la formulacion farmacéutica que contiene la construcciéon de acido nucleico, el adenovirus, o la poblacion
homogénea del adenovirus puede utilizar un dispositivo mecanico, tal como una aguja, una canula o instrumentos
quirdrgicos.

Las formas inyectables estériles de las composiciones usadas en los métodos de la invencion pueden ser
suspensiones acuosas U oleaginosas. Estas suspensiones pueden formularse segun técnicas conocidas en la
técnica empleando agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes suspensores. La preparacion
inyectable estéril también puede ser una disolucién o suspensién inyectable estéril en un diluyente o disolvente
parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, como una suspension en 1,3-butandiol. Entre los vehiculos y
disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran el agua, la disolucién de Ringer y la disolucion de
cloruro de sodio isotonica. Ademas, de modo convencional se emplean aceites no volatiles estériles como disolvente
o medio de suspension. Para este fin, puede emplearse cualquier aceite no volatil suave, que incluye mono- o
diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos, tales como el acido oleico y sus derivados de glicérido, son Utiles para la
preparacion de inyectables, asi como los aceites farmacéuticamente aceptables naturales, tales como el aceite de
oliva o el aceite de ricino, en especial en sus versiones polioxietiladas. Estas disoluciones o suspensiones oleosas
también pueden contener un dispersante o diluyente de alcohol de cadena larga, tal como carboximetilcelulosa o
agentes dispersantes similares, que se emplean de modo habitual en la formulaciéon de formas de dosificacion
farmacéuticamente aceptables, que incluyen emulsiones y suspensiones. Otros tensioactivos que se emplean
habitualmente, tales como Tween, Span y otros agentes emulgentes o potenciadores de la biodisponibilidad que se
usan habitualmente para la fabricacion de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptable soélidas, liquidas o de
otro tipo, también pueden usarse para la formulacion.

Las formulaciones parenterales pueden ser una Unica dosis en embolada, una infusién o una dosis en embolada de
carga, seguida de una dosis de mantenimiento. Estas composiciones pueden administrarse en intervalos fijados o
variables especificos, por ejemplo, una vez diaria, 0 “segln sea necesario”.

Ciertas composiciones farmacéuticas usadas en los métodos de esta invencién pueden ser administradas por via
oral en una forma de dosificacién aceptable que incluye, por ejemplo, capsulas, comprimidos, suspensiones o
disoluciones acuosas. Ciertas composiciones farmacéuticas también pueden administrarse mediante inhalacién o
aerosol nasal. Estas composiciones pueden prepararse como disoluciones en disolucion salina, empleando alcohol
bencilico u otro conservante adecuado, promotores de la absorcién para potenciar la biodisponibilidad y/u otros
agentes dispersantes o solubilizantes convencionales.

Una cantidad eficaz del agente quimioterapéutico esta disponible en la técnica. En un aspecto, por ejemplo, una
cantidad eficaz de bevacizumab puede ser al menos aproximadamente 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, o 5
mg/kg.

Ejemplos
Ejemplo 1: Construccion y clonacion del vector virico

El vector se construy6 empleando un esqueleto que contiene la mayor parte del genoma del adenovirus de tipo 5,
asi como una homologia parcial con un plasmido adaptador, que permite la recombinacion.

Se delecioné la unidad transcripcional temprana E1 del esqueleto del plasmido, que fue modificado posteriormente
delecionando pWE25 y el sitio de marcador de seleccién de resistencia a la ampicilina (Amp).

El plasmido adaptador, que contiene secuencias de Ad5, promotor de CMV, MCS, y poliA de SV40, se modificoé para
delecionar el promotor de CMV, y se insertaron el promotor PPE-1 y el fragmento Fas-c mediante digestién de
restriccion. Se utilizaron el promotor PPE-1 modificado (PPE-1-3X, SEQ ID NO:18) y el transgén de quimera-Fas
(Fas-c, SEQ ID NO:9) para la construccién del vector adenovirico. Se construyé el elemento PPE-1-(3X)-Fas-c (2115
pb) a partir del elemento PPE-1-(3X)-luc. Este elemento contiene 1,4 kb del promotor de preproendotelina murino
PPE-1-(3X), el gen de luciferasa, el sitio de poliA de SV40 y el primer intron del gen ET-1 murino, originado a partir
del plasmido pEL8 (8848 pb) usado por Harats et al. (Harats D. et al., JCI, 1995). Se extrajo el médulo PPE-3-Luc
del plasmido pEL8 empleando la enzima de restriccion BamHI. El gen de luciferasa se sustituy6é por el gen Fas-c
[compuesto de los dominios extracelular e intramembrana de TNF-R1 (receptor 1 del factor de necrosis tumoral
humano, SEQ ID NO:4) y el dominio intracelular de Fas (p55) (SEQ ID NO:8) (Boldin et al., JBC, 1995)] para obtener
el médulo PPE-1-3X-Fas-c.

Plasmido PPE-1 (3X)-Fas-c - El médulo después se introdujo en el esqueleto del plasmido mediante digestion de
restriccion, produciendo el plasmido PPE-1 (3X)-Fas-c.
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Plasmido adaptador-PPE-1(3X)-Fas-c - Se extrajo el elemento PPE-1-3X-Fas-c de la construccion del plasmido
PPE-1-3X-Fas-c de primera generacion, y se amplificé con cebadores de PCR indicados, introduciendo sitios de
restriccion SnaBl y EcoRIl en los extremos 5' y 3', respectivamente. Estos sitios se emplearon para clonar el
fragmento PPE-Fas-c en el plasmido adaptador digerido con SnaBI y EcoRlI, produciendo el adaptador-PPE-1-3X-
Fas-c usado para la transfeccién de las células hospedantes (por ejemplo, células PER.CB6).

Ejemplo 2: Administracion de bevacizumab a pacientes previamente tratados con Ad5-PPE-1-3X-Fas-c

OBJETIVOS: Los objetivos de este estudio son: (i) evaluar la seguridad, la tolerabilidad y la eficacia de dosis
individuales y mdltiples de VB-111 (1x10'2, 3x10'2, 1x10'3 particulas viricas [PV]) en pacientes con glioblastoma
multiforme recurrente ("recurrent glioblastoma multiforme", GBM); (ii) evaluar la distribucién de VB-111 después de
multiples infusiones IV y el nivel de anticuerpos contra el vector adenovirico ; y (iii) evaluar la seguridad, la
tolerabilidad y la eficacia de un tratamiento de combinacién de multiples dosis de VB-111 (3x10'2, o 1x10"
particulas viricas) junto con bevacizumab en pacientes con GBM recurrente. Un ejemplo de dicho régimen de
tratamiento se muestra en la figura 1.

El VB-111 y el bevacizumab son ambos agentes antiangiogénicos que se dirigen a la vasculatura del tumor. Sin
embargo, se basan en dos MOA (mecanismos de accion) distintos: el bevacizumab antagoniza a VEGF, mientras
que VB-111 altera directamente los vasos angiogénicos.

Seleccion de pacientes

Criterios de inclusion

Los sujetos deben presentar un diagndstico confirmado mediante histologia de glioblastoma multiforme o
gliosarcoma. Los sujetos con enfermedad recurrente cuya patologia de diagnostico confirma un glioblastoma
multiforme o gliosarcoma no necesitan volver a someterse a biopsia;

Enfermedad mensurable mediante los criterios RANO (véase Seleccion, Dia -21-0); véase también la tabla 8 en el
ejemplo 4;

Sujetos 218 afos;
Progresion de la enfermedad o recurrencia después de un tratamiento convencional con temozolomida y radiacion;
Un intervalo de al menos 4 semanas entre una reseccion quirurgica previa y el alistamiento en el estudio;

Un intervalo de al menos 12 semanas entre una radioterapia previa o al menos 4 semanas desde una quimioterapia
previa, y el alistamiento en este protocolo;

Recuperado hasta el grado 1 o menor de los efectos téxicos de cualquier intervencién anterior;
Estado de actuacion de Karnofsky de al menos 60%;
Funcidn renal, hepatica y de médula ésea adecuadas segun los siguientes criterios:

- Recuento absoluto de neutréfilos 21500 células/ml

- Plaguetas 2125.000 células/ml

- Bilirrubina total dentro del limite superior del normal ("upper limit of normal”, ULN)

- Aspartato aminotransferasa (AST) <2,5x ULN institucional

- Creatinina menor o igual al ULN o eliminacién de la creatinina =50 ml/min para pacientes con niveles de
creatinina por encima de los limite normales (eliminacién de la creatinina calculada mediante la formula de
Cockcroft-Gault, véase apéndice ).

- PT, PTT (en segundos) prolongados mas alla de >20% de los limites superiores del normal.

Los sujetos deben tratarse con corticosteroides en el dia 0. Los sujetos que ya estan recibiendo esteroides deben
mantenerse en una dosis estable durante al menos 1 semana antes de la inclusién sin que se prevea la necesidad
de aumentar la dosis de esteroides durante el estudio;

Capacidad para comprender y voluntad de firmar un documento de consentimiento informado escrito;

Los hombres y las mujeres fértiles deben utilizar un método anticonceptivo convencional durante el desarrollo del
ensayo.
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Criterios de elegibilidad adicionales para las cohortes 1y 2:
Sujetos sin efecto de masa importante del tumor (definido como desplazamiento <5 mm, sin hernia).
Criterios de elegibilidad adicionales para las cohortes 3-4 para mas dosificaciones:

Sujetos que recibieron VB-111 al menos hace 2 meses y siguen sin presentar indicios de progresién de la
enfermedad durante al menos 2 meses después de la dosificacién. Nota: Los sujetos que recibieron la primera dosis
mas de 2 meses antes de la aprobacién de esta modificacion de multiples dosis pueden ser elegidos para recibir la
22 dosis mas tarde de 2 meses después de la primera dosis, con la condicion de que se mantengan con una
enfermedad estable. Los sujetos que han progresado mas tarde de 2 meses después de la dosis de linea de base
pueden ser elegidos para el protocolo de uso compasivo VB-111-122-CU. Los sujetos que progresaron antes de 2
meses después de la dosificacién abandonaran el estudio.

En los sujetos que sufrieron un acontecimiento adverso relacionado con el farmaco VB-111 y que estan
programados para repetir la dosis, esta se retrasara hasta que la gravedad del acontecimiento no sea mayor que
CTCAE de grado 1.

En los sujetos que sufrieron una prolongacion de un PTT y que estan programados para repetir la dosis, esta se
retrasara hasta que el PTT se haya normalizado, volviendo a dentro del 20% del valor de linea de base, tanto si
cualquier ensayo de LAC o APLA positivo se haya o no normalizado. Los sujetos con acontecimientos de sangrado o
trombéticos clinicamente significativos relacionados con un PTT prolongado no deberian recibir mas dosis de VB-
111.

Criterios de exclusiéon

Terapia antiangiogénica previa que incluye agentes secuestrantes de VEGF (concretamente, bevacizumab,
aflibercept, etc.) o inhibidores de VEGFR (cedirinib, pazopanib, sunitinib, sorafenib, etc.);

Radioterapia estereotactica previa;
Mujeres embarazadas o que estan dando el pecho;

Medicacién concomitante que pueda interferir con los resultados del estudio, por ejemplo, agentes
inmunosupresores distintos de corticosteroides;

Infeccién activa;

Evidencia de hemorragia del SNC de CTCAE de grado 2 o mayor en MRI de linea de base;
Previsién de recibir cirugia durante el periodo del estudio;

Sujetos que han padecido un acontecimiento cardiaco agudo dentro de los Gltimos 12 meses;

Sujetos con enfermedad vascular activa, miocardica o periférica (concretamente, sindrome coronario agudo, ictus
cerebral, ataque isquémico transitorio o trombosis arterial, o enfermedad vascular periférica sintomatica dentro de
los dltimos 3 meses);

Sujetos con retinopatia proliferativa y/o vascular conocida;

Sujetos con enfermedad hepatica conocida (alcohdlica, inducida por farmacos/toxinas, genética, o
autoinmunolégica);

Sujetos con malignidades secundarias activas conocidas;
Sujetos que son positivos a uno de los siguientes virus: VIH, VHB y VHC;
Sujetos que se han sometido a cirugia mayor dentro de las Ultimas 4 semanas antes del alistamiento;

Sujetos que no han recibido ningln otro agente de investigacion dentro de las Ultimas 4 semanas antes del
alistamiento;

Enfermedades intercurrentes descontroladas que incluyen, pero no se limitan a una infeccion en curso o activa,
insuficiencia cardiaca congestiva sintomatica, angina de pecho inestable, arritmia cardiaca o enfermedad
psiquiatrica/situaciones sociales que limiten el cumplimiento de los requisitos del estudio.

Criterios de exclusion exclusivos del bevacizumab

Hipertensién no controlada adecuadamente (definida como presién sanguinea sistélica >150 mmHg y/o presion
sanguinea diastélica >100 mmHg) dentro de 28 dias del primer tratamiento del estudio;
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Historia previa de crisis hipertensiva, encefalopatia hipertensiva, sindrome de leucoencefalopatia posterior reversible
("reverse posterior leukoencephalopathy syndrome”, RPLS);

Historia previa de perforacion gastrointestinal o abscesos;

Enfermedad cardiovascular clinicamente significativa (es decir, activa), por ejemplo, accidentes cerebrovasculares
<6 meses antes del alistamiento en el estudio, infarto de miocardio <6 meses antes del alistamiento en el estudio,
angina inestable, insuficiencia cardiaca congestiva ("congestive heart failure", CHF) de grado Il o mayor segin New
York Heart Association (NYHA), o arritmia cardiaca grave no controlada mediante medicacion o que potencialmente
pueda interferir con el tratamiento del protocolo;

Historia o evidencia tras un examen fisico/neurolégico de una enfermedad del sistema nervioso central (por ejemplo,
ataques) no relacionada con cancer o que potencialmente pueda interferir con el tratamiento del protocolo (a menos
que se controle de modo adecuado mediante medicacién);

Enfermedad vascular significativa (por ejemplo, aneurisma adrtico que requiere reparacion quirdrgica o trombosis
arterial reciente) dentro de los 6 meses anteriores al inicio del tratamiento del estudio. Cualquier tromboembolia
venosa previa >acontecimiento adverso de criterio de toxicidad comin de NCI ("common toxicity criteria adverse
event", CTCAE) de grado 3;

Historia de hemorragia’/hemoptisis pulmonar =grado 2 (definida como 22,5 ml de sangre de color rojo brillante por
episodio) dentro de 1 mes del primer tratamiento del estudio;

Historia o evidencia de diatesis sangrante heredada o coagulopatia significativa en riesgo de sangrado (es decir, en
ausencia de anticoagulacion terapéutica);

Uso actual o reciente (dentro de 10 dias del alistamiento del estudio) de aspirina (>325 mg/dia), clopidogrel (>75
mg/dia) o equivalentes. Se permite el uso profilactico de anticoagulantes;

Procedimiento quirlrgico (incluyendo biopsia previa, reseccidn quirlrgica, revisién de heridas o cualquier otra cirugia
mayor que implique la entrada en una cavidad corporal) o lesién traumatica significativa dentro de 28 dias antes del

primer tratamiento del estudio, o prevision de necesitar un procedimiento de cirugia mayor durante el desarrollo del
estudio;

Procedimiento de cirugia menor, por ejemplo, biopsia estereotactica, dentro de 7 dias del primer tratamiento del
estudio; colocacion de un dispositivo de acceso vascular, dentro de 2 dias del primer tratamiento del estudio;

Historia de abscesos intracraneales dentro de 6 meses antes del primer tratamiento del estudio;

Historia de sangrado gastrointestinal activo dentro de 6 meses antes del primer tratamiento del estudio;

Herida no curada grave, Ulcera activa o fractura de hueso no tratada;

Hipersensibilidad conocida a cualquier componente del bevacizumab o a cualquiera de los farmacos del estudio.
Proteinuria durante la seleccion, demostrada por:

- Proteina de la orina: proporcion de creatinina (UPC) 21,0 en la seleccién, o

- Tiras reactivas para la orina para la proteinuria 22+ (los pacientes que presentan 22+ de proteinuria tras un analisis
con tiras reactivas para la orina en la linea de base deben someterse a una recogida de orina de 24 horas y deben
mostrar <1 g de proteina en 24 horas para poder ser elegidos).

Plan de tratamiento

Este sera un estudio de fase 2, multicéntrico, con escalada de dosis, abierto y prospectivo para medir la seguridad,
la tolerabilidad, la distribucion y la eficacia de dosis individuales o multiples de VB-111 administrado por via
intravenosa en pacientes con GBM recurrente.

Cohortes de dosis

El VB-111 se administrara como una Unica infusién intravenosa de 1x10'2 (cohorte 1) o 3x10'2 PV (cohorte 2), o
mdltiples infusiones intravenosas que consisten en una infusién inicial de 3x10'2, seguida de posteriores infusiones
de 1x10'3 (cohorte 3) o mlltiples infusiones intravenosas de 1x10'3 (cohorte 4).

Los pacientes elegibles, que hayan dado su consentimiento, se alistaran en una de cuatro cohortes de dosificacién
secuencial como sigue:
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Tabla 5 - Plan de dosificacién

Cohorte VB-111 (pv) n.2 de pacientes
1 1 x 10'2dosis Gnica 3-6
2 3 x 10" dosis Unica 3-6
3 3 x 102 dosis inicial + 1 x 10" dosis repetida Minimo de 3, maximo de 29
4 1 x 10"® multiples dosis Méaximo de 49
3-4 EXT | 1 x 10'8 (Q2meses) + 10 mg/kg de bevacizumab (Q2semanas) Maximo de 29

El estudio se llevara a cabo segun el método de 2 etapas de Simon. Se prevé que hasta 90 sujetos se alistaran en
este estudio, con hasta 29 sujetos en la cohorte 3, y hasta 49 sujetos en la cohorte 4.

La etapa uno incluira los primeros 10 pacientes evaluables al nivel de dosis de 1x10'3 PV o MTD.

Para el andlisis de la eficacia, los pacientes evaluables se definen como los pacientes que han recibido al menos
una dosis repetida de 1x10'® PV o de MTD, o los pacientes que han progresado antes de 2 meses después de una
dosis inicial de 1x10 PV.

Se considera que un sujeto responde si esta vivo y sin progresion a los 6 meses o presenta al menos una respuesta
tumoral parcial segun los criterios de Rano dentro de 6 meses después de la dosificacion. Si se observan menos de
2 respuestas en los sujetos de la etapa 1 se detendra la etapa 2, y por lo demas se alistaran 19 sujetos mas en la
etapa 2.

Escalada de |a dosis y toxicidad limitantes de la dosis

Las toxicidades se clasificaran segun los criterios de toxicidad habituales de NCI, versién 4.0. La toxicidad limitante
de la dosis ("dose limiting toxicity", DLT) es cualquier toxicidad de grado 3 o mayor que se considera que esta
relacionada con el farmaco y que no responde a una terapia médica maxima.

Cohortes 1y 2:

Se alistaron tres sujetos secuencialmente para recibir 1x10'2 (cohorte 1) y se observaron durante 28 dias para el
control de DLT. No se produjeron DLT en la cohorte 1 y el estudio siguié con la cohorte 2.

Se alistaron tres sujetos secuencialmente para recibir 3x10'2 (cohorte 2) y se observaron durante 28 dias para DLT.
No se indicaron DLT en la cohorte 2 y el estudio sigui6 con la cohorte 3.

Cohorte 3:

Los sujetos de estudio se alistaron inicialmente en esta cohorte para recibir una Unica dosis. Tras la aprobacion de la
version 6.0 del protocolo, los sujetos que permanecian estables empezaron a recibir dosis bimensuales de VB-111
tras establecer su seguridad con dosis repetidas a una tasa de 1x103 PV,

Cohorte 4:

Los sujetos de estudio se alistaron secuencialmente en la cohorte de mdltiples dosis 4 y recibiran VB-111 a 1x1013
PV cada 2 meses.

Cohortes 3-4 EXT:

Tras la progresion de la enfermedad, los sujetos recibiran una combinacién de VB-111 y bevacizumab. Los primeros
sujetos que reciban este tratamiento de combinacion se controlaran para DLT segun lo siguiente:

Etapa 1: Un minimo de 3 sujetos recibiran dosis bimensuales de VB-111 (3x10' PV) y bevacizumab dos veces
semanales (10 mg/Kg).

Etapa 2: Un minimo de 3 sujetos recibiran dosis bimensuales de VB-111 (1x10' PV) y bevacizumab dos veces
semanales (10 mg/Kg).

Se remite al control para las toxicidades limitantes de la dosis, a continuacién, para mas detalles sobres el control de
DLT en las cohortes 3-4.
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Control para las toxicidades limitantes de la dosis:

Se realiz6 un control para DLT para establecer la seguridad al inicio de cada escalada del nivel de dosis (cohortes 1-
4; 1x10'2-1x10"3 PV). No se han observado DLT en este estudio hasta la fecha y, por tanto, el estudio ha seguido
segun lo planeado.

Para las cohortes 3-4 EXT:

Etapa 1: Tras cada aprobacion del IRB local de esta modificacion del protocolo (7.0), los primeros tres sujetos que
progresaron después de recibir al menos una dosis de 1x10'3 PV (inicial o repetida) recibiran una combinacion de
una dosis reducida de VB-111 (3x10'2 PV) y bevacizumab (10 mg/kg). Estos sujetos se controlaran para DLT tras
esta primera dosis de combinacién [puesto que es necesario un minimo de 2 meses entre las dosis de VB-111, si un
sujeto progresa antes de 2 meses, el sujeto empezara el tratamiento con bevacizumab (10 mg/kg) cada 2 semanas,
y a los 2 meses desde la Ultima dosis de VB-111, el sujeto recibira la dosis de 3x10'2 PV de VB-111].

Entre los primeros 3 sujetos alistados, si se observa 1 DLT dentro de 4 semanas después de la dosis de
combinacion inicial, 3 sujetos adicionales recibiran una dosis de combinacién y se volvera a evaluar la seguridad.

Si dos de seis sujetos que han recibido una dosis de combinacion de VB-111 (3x10'2 PV) y bevacizumab (10 mg/kg)
sufren un DLT, la dosificacion en las cohortes 3-4 EXT se detendrd, y todos los sujetos que han progresado recibiran
un seguimiento a largo plazo y para la supervivencia.

Si no se observan DLT o solo se observa 1 DLT en 6 pacientes, las dosificaciones posteriores aumentaran hasta los
niveles de la etapa 2: VB-111 (1x10'3 PV) y bevacizumab (10 mg/kg), véase a continuacion.

Se alistaron tres sujetos secuencialmente y recibieron 3x10'2 PV y bevacizumab (10 mg/kg), y se observaron
durante 28 dias para DLT. No se han observado DLTS en este estudio hasta la fecha y, por tanto, el estudio ha
seguido segun lo planeado hasta la terapia de combinacion de la etapa 2: VB-111 (1x10' PV) y bevacizumab (10
mg/kg), véase a continuacion.

Etapa 2:

El control de DLT se realizara para un minimo de 3 sujetos durante 4 semanas desde la primera dosis de
combinacion de VB-111 (1x10'3 PV) y bevacizumab (10 mg/kg).

Entre los primeros 3 sujetos alistados en la dosificacion de la etapa 2, si se observa 1 DLT dentro de 4 semanas
después de la dosis de combinacion inicial, 3 sujetos adicionales recibiran una dosis de combinacion y se volvera a
evaluar la seguridad.

Si dos de seis sujetos que han recibido una dosis de combinacion de VB-111 (1x10' PV) y bevacizumab (10 mg/kg)
sufren un DLT, todas las dosis futuras en las cohortes 3-4 EXT se reducirdn hasta VB-111 a 3x10'2 PV y
bevacizumab (10 mg/kg).

Si no se observan DLT o solo se observa 1 DLT en 6 pacientes, todas las dosificaciones futuras de las cohortes 3-4
EXT seguiran segun lo planeado: VB-111 (1x10'3 PV) y bevacizumab (10 mg/kg).

Para tener el tiempo suficiente para controlar los DLT, el programa de las dosis de combinacion requerira la
aprobacién previa de VBL.

Se alistaron tres sujetos secuencialmente y recibieron 1x10' PV y bevacizumab (10 mg/kg), y se observaron
durante 28 dias para DLT. No se han observado DLT en este estudio hasta la fecha y, por tanto, todos los sujetos
siguieron y recibieron una terapia combinada de VB-111 (1x10'3 PV) y bevacizumab (10 mg/kg).

Visitas del estudio

Seleccion, Dia -21-0

Los pacientes prospectivos se seleccionaran dentro de 3 semanas del alistamiento. Cuando un paciente se somete
a la seleccién, el coordinador del estudio en el sitio le adjudica un namero de identificacion de paciente ("Patient
Identification Number”, PIN), que sera registrado en un registro de seleccidén de pacientes, y sera evaluado para su
elegibilidad segun los criterios de seleccion del protocolo. A los pacientes que cumplen los criterios de elegibilidad se
les ofrece la oportunidad de participar. El PIN consiste en un nimero de centro (por ejemplo, 01) méas el nimero del
paciente en orden secuencial (por ejemplo, 001, 002, 003, etc.), de modo que el PIN completo para el centro 1 sera
01001, 01002, etc.

Los pacientes seran informados de las ventajas, los riesgos y las limitaciones del estudio, y se les pedira que firmen
un formulario de consentimiento informado.

Después los pacientes se evaluaran mediante la historia médica, un examen fisico y unas pruebas de laboratorio
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que incluyen ECG. Los procedimientos de seleccion también incluyen registrar la altura, el peso, la fecha de
nacimiento, el sexo y la raza del paciente.

Historia médica: Se realizara un examen fisico y de la historia médica habitual dentro de 4 semanas antes del
alistamiento. Se realizaran evaluaciones de laboratorio de linea de base dentro de 4 semanas antes de iniciar la
terapia del protocolo y en la visita de linea de base antes de iniciar la terapia. La historia médica se centrard en
enfermedades previas y/o conocidas, que incluyen posibles infecciones conocidas, tales como VHB, VIH, VHC u
otras infecciones dentro del Ultimo mes, enfermedad cardiaca y enfermedad hepatica. Se registran las medicaciones
que se toman de modo habitual, incluyendo las que se tomaron en el Ultimo mes. Se registran los tratamientos de
quimioterapia y radioterapia y/o inmunosupresores recibidos en las 12 semanas previas, asi como las cirugias
realizadas dentro de este periodo de tiempo. A las mujeres se les pregunta si estdn embarazadas o si estan dando
el pecho.

Durante la seleccion debe realizarse la determinacion del estado de actuacién de Karnofsky ("Karnofsky
Performance Status", KPS) y ECOG.

Examen fisico:

El examen fisico se centrara en los 6rganos con tumores y las mediciones del tumor segun los criterios de RANO,
asi como los siguientes: cabeza y cuello; ojos; pulmones; corazén; abdomen; articulaciones; circulacion periférica;
piel; y neuroldgicos.

El examen fisico incluira el registro de la altura y el peso (solo en la visita de seleccién).
ECG: Debe realizarse un electrocardiograma de 12 derivaciones convencional con registros de ritmo.
Analisis de laboratorio: Sangre: Se recogera sangre en ayunas y se analiza para lo siguiente:

- Hematologia: recuento sanguineo completo con INR, PT y PTT activado

- Quimica: electrolitos, creatinina y urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST; calcio, proteinas
totales, y albumina,

- Ensayos de infeccién por virus: VIH, VHB y VHC
- Se realizara un ensayo en suero de embarazo en las mujeres fértiles
Orina: Se recoge orina para el andlisis habitual y se analiza con un examen microscépico para los positivos

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presion sanguinea sistélica y diastélica supina, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura, frecuencia respiratoria) durante la seleccion.

Medicién del tumor: Se tomaran imagenes de MRI cerebral de contraste y no contraste durante la seleccion y dentro
de 72 horas de la visita de la linea de base para evaluar la magnitud del cancer. Si transcurren menos de 2 semanas
entre las visitas de seleccion y de linea de base, solo sera necesario 1 MRI.

Embarazo: Las mujeres elegibles seran informadas de las restricciones especiales con respecto al embarazo y a la
lactancia durante el periodo del estudio. Tanto los hombres como las mujeres se comprometeran a usar un método
anticonceptivo convencional de modo habitual durante el periodo del estudio que comienza desde la seleccion. Los
hombres y las mujeres no deben intentar tener hijos, y las mujeres no deben quedarse embarazadas o dar el pecho
mientras participen en este estudio. Si son sexualmente activos, tanto los hombres como las mujeres deben usar un
método anticonceptivo eficaz desde la visita de selecciébn y hasta un afio después del tratamiento. Los
anticonceptivos de barrera (condones o diafragmas) con espermicida, los dispositivos intrauterinos, los
anticonceptivos hormonales (Depo-Provera, Norplant), las pildoras anticonceptivas orales, y la abstinencia total son
ejemplos de métodos eficaces.

Seleccion de pacientes final: La decisidn final acerca de la elegibilidad del paciente que se va a alistar se realizara
después de que todas las evaluaciones de seleccion estén disponibles. Todos los criterios de inclusion y de
exclusién deben cumplirse. La raz6n para todos los fracasos de seleccion se incluird en el registro de seleccion.

Linea de base (administracion del farmaco de estudio), dia 0

El VB-111 se administrara como paciente externo. Tras haber determinado que el sujeto es elegible, se le indicara
que se presente en el centro clinico dentro de 3 semanas desde la seleccion en ayunas hasta 30 minutos después
de la administracion del farmaco de estudio.

Antes de la dosificaciéon (D0O): En el dia de la admisién en el sitio, cada sujeto sera verificado para la elegibilidad
segun los criterios de inclusidon/exclusion (segun sea pertinente) y después se ensayara dentro de 24 horas antes de
la dosificacion para las siguientes evaluaciones.
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Analisis de laboratorio (segun el manual de ejecucion):
Se recogeran muestras de sangre para las siguientes evaluaciones:
- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado;

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrogeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albimina;

- Anticuerpos, biodistribucién (niveles de ADN del adenovirus VB-111) y determinaciéon de la expresién de
transgenes.

- Muestras de biomarcadores angiogénicos/citoquinas:
- Niveles de factor de von Willebrand (vWF) y TNFa (opcional).
- Ademas, muestras de sangre para TNF, sTNFRI, sTNFRII, VEGF, FGF, IL-6, IL-8, E-selectina, ICAM-1
Se recogera orina para las siguientes evaluaciones:
- Andlisis de orina habitual
- Solo cohortes 1-2: Biodistribucion (niveles de ADN del adenovirus VB-111)

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistolica y diastélica supina, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) 15 minutos antes de la dosificacion.

Tratamiento antipirético: Para evitar la fiebre después de la administracion del farmaco del estudio, todos los
pacientes recibiran 1000 mg de acetaminofeno comenzando 1-2 horas antes de la dosificacion, seguido de 500 mg
PRN 24 horas.

Tratamiento con corticosteroides: Para reducir la respuesta potencial de edema durante la administracion del
farmaco se administrara un tratamiento de dexametasona:

Dosis inicial con VB-111: Se administraran 10 mg 30 minutos antes de la dosificacién, seguido de 4 mgx2/dia
durante 14 dias después de la dosificacion. Dosis posteriores con VB-111: Se administraran 10 mg 30 minutos antes
de la dosificacién, seguido de 4 mgx2/dia durante 3 dias después de la dosificacién. Se administraran mas
tratamientos con corticosteroides segun lo decida el investigador. Si cuando los sujetos comienzan el estudio ya
estan recibiendo esteroides, el investigador debe intentar por cualquier medio no cambiar la dosis de esteroides
dentro de 5 dias de la evaluacién de la enfermedad, a menos que esté clinicamente garantizado. La decision de
continuar con los esteroides o de empezar a disminuirlos gradualmente después de este periodo de tiempo sera
tomada por el investigador.

Administracion del farmaco de estudio: La preparacién del farmaco y la infusion se realizaran segun el manual de
ejecucion. El tiempo maximo del farmaco en disolucion salina es de 1,5 horas a temperatura ambiente. Los viales
deben abrirse en una cabina de seguridad biologica. El VB-111 se infusionara al paciente a la dosificacion pertinente
segun el peso del paciente, segun el manual de ejecucién. Para pacientes con un peso menor que 50 kg, la dosis de
3x10'20 1x10'® PV se reducira en 30%. El VB-111 debe administrarse a 1 ml/minuto o 3 ml/minuto (solo 1x10'3 PV).
Se permitira una comida normal 0,5 horas después de la dosificacién. Tal como se habia planeado previamente, los
primeros tres sujetos que reciben una dosis repetida de 1x10'3 PV (tras una dosis previa de 3x10'2 PV en la cohorte
3 0 una dosis inicial de 1x10' PV en la cohorte 4) se controlaron en un entorno de pacientes internos durante un
periodo 8 horas después de sus infusiones. No se indicaron acontecimientos adversos relacionados con la tasa de
infusion.

Hasta 6 horas después de la administracion del farmaco, dia 0:
Analisis de laboratorio:

Biodistribucion: Se recogeran muestras de sangre para las determinaciones de los niveles de expresion del ADN del
adenovirus VB-111 en los siguientes momentos:

- 0 (antes de la dosificacion, véase anteriormente)
- Al final de la infusion

-3%0,5horas

-6 %0,5horas

Solo cohortes 1-2: Se recogeran muestras de orina para las determinaciones de los niveles de ADN del adenovirus
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VB-111:

- 0 (antes de la dosificacion, véase anteriormente)
- Entre 0-3 horas

- Entre 3-6 horas

Muestras de biomarcadores angiogénicos/citoquinas: Se recogeran muestras de sangre a las 6 horas después de la
dosis para determinar:

- Niveles de factor de von Willebrand (vWF) y TNFa (opcional).
- Ademas, muestras de sangre para TNF, sTNFRI, sTNFRII, VEGF, FGF, IL-6, IL-8, E-selectina, ICAM-1

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presidn sanguinea sistolica y diastdlica, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) a los 30 y 60 minutos después de la dosificacién, y alas 4 y
6 horas después de la dosificacion y/o tras la desaparicién de cualquier acontecimiento adverso, cualquiera que
suceda primero.

Acontecimientos adversos: Se emplearan medidas de apoyo total para todos los pacientes con un acontecimiento
adverso. Todos los acontecimientos adversos que aparezcan después de la administracién del farmaco se
documentaran en los formularios de informe del caso ("case report forms”, CRF), junto con la intensidad, las
medidas terapéuticas aplicadas, el resultado y la relacién con el farmaco investigado. Los acontecimientos adversos
relacionados se seguirdn hasta la resolucién. Los acontecimientos adversos no relacionados se seguiran hasta la
resolucion o el final del estudio.

Medicaciones concomitantes: No existen restricciones acerca de medicaciones concomitantes, mas alla de los
farmacos listados en los criterios de exclusién. Sin embargo, el VB-111 no debe mezclarse con otros farmacos. Toda
la medicacién concomitante administrada durante el estudio se documentara desde la linea de base durante toda la
participacion o hasta la visita de terminacién temprana.

Otros analisis de laboratorio: Las muestras para los anadlisis de laboratorio extraidas en respuesta a un
acontecimiento clinicamente importante serdn documentadas como evaluaciones de laboratorio no programadas.
Cuando aparezcan valores de laboratorio andmalos clinicamente importantes, los ensayos se seguiran realizando
hasta que los valores vuelvan al intervalo normal y/o hasta que se encuentre una explicacién adecuada a la
anomalia. Estas investigaciones en el laboratorio se realizaran en el sitio del estudio, excepto para las evaluaciones
de distribucion, que se enviaran a un laboratorio central independiente. Si alguno de estos resultados requiere de
confirmacion, se volveran a realizar los ensayos en el mismo laboratorio hospitalario cuando sea posible. A cada
laboratorio hospitalario se le deben proporcionar los certificados de acreditacion del laboratorio y los intervalos de
referencia normales.

Seguimiento de las cohortes 1y 2

Enlosdias4 +1,7+1,14+2,28+3,56 +£3,84 +3, 112 + 3, 140 £ 3, 168 £ 7/terminacién temprana, se le indicara
a cada paciente que se presente en el centro clinico en ayunas para las siguientes evaluaciones.

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistélica y diastélica supina, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria).

Analisis de laboratorio: Se recogera una muestra de sangre para las siguientes evaluaciones:

- Anticuerpos, biodistribucién (niveles de ADN del adenovirus VB-111) y determinacién de la expresién de
transgenes.

- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo, INR, PT y PTT activado

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrdgeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albumina

Las muestras para los andlisis de laboratorio extraidas en respuesta a un acontecimiento clinicamente importante
seran documentadas como evaluaciones de laboratorio no programadas.

Se recogeran muestras de orina para:
- Andlisis de orina habitual
- Determinaciones de los niveles de ADN del adenovirus VB-111

ECG: Se realizard un ECG en el dia 28 y el dia 168/visita de abandono temprano (si es anterior al dia 28).
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Mediciones del tumor: La supervision después del estudio incluird barridos de MRI cada 2 meses hasta 1 afio
después de la dosificacion, y después cada 3 meses hasta 2 afos después de la dosificacion, o hasta la progresion.
Ademas, en estos momentos se registraran los signos vitales.

Periodo de seguimiento después de terminar: Los pacientes que progresaron y/o abandonaron el estudio recibiran
un seguimiento mediante contacto telefonico cada 2 meses para la supervivencia.

Seguimiento de las cohortes 3 y 4: Dia 4 tras la dosis del DO, dias 56 y 112 (es decir, dias 4, 60 y 116)

En la fecha de aprobacion de esta modificacion (modificacién 11), ya no es necesaria la visita del dia 4 para ningun
sujeto de este ensayo. Antes de la aprobacion de esta modificacion, se realiz6 la siguiente visita clinica (en cursiva):

En 4° dia después de la dosis del DO, D56 y D112, se indicara a cada paciente que se presente en el centro clinico
en ayunas para las siguientes evaluaciones:

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presion sanguinea sistdlica y diastdlica supina, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria).

Anadlisis de laboratorio: Se recogeran muestras de sangre para las siguientes evaluaciones:

- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado: en el caso de
prolongacion de PTT por encima de ULN, remitase a la seccion 6.2 Retraso/modificacion de la dosis para mas
instrucciones.

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrégeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albumina;

- Anticuerpos, biodistribucion (niveles de ADN del adenovirus VB-111) y determinacion de la expresion de
transgenes.

- Muestras de biomarcadores angiogénicos/citoquinas:

- Niveles de factor de von Willebrand (vWF) y TNFa (opcional).

- Ademads, muestras de sangre para TNF, sTNFRI, sTNFRII, VEGF, FGF, IL-6, IL-8, E-selectina, ICAM-1
Se recogera orina para las siguientes evaluaciones:
- Andlisis de orina habitual

Acontecimientos adversos: En la visita de seguimiento, se preguntara al paciente acerca de posibles
acontecimientos adversos que puedan haber aparecido desde el dia de la ultima visita. Todos los acontecimientos
adversos se documentaran en los formularios de informe del caso (CRF), junto con la intensidad, las medidas
terapéuticas aplicadas, el resultado y la relacion con el farmaco investigado. Los acontecimientos adversos
relacionados se seguiran hasta la resolucion. Los acontecimientos adversos no relacionados se seguiran hasta la
resolucion o el final del estudio.

Medicaciones concomitantes: En la visita de seguimiento al investigador, se preguntara al paciente acerca de
posibles medicaciones que puedan haber tomado desde el dia de la dltima visita. Todas las medicaciones
concomitantes se registraran con el nombre genérico, la indicacion, la dosificacion, las unidades, la frecuencia y las
fechas de inicio y de fin.

Tras el analisis de los primeros 6 sujetos que participan en la cohorte 3 y los primeros 6 sujetos que participan en la
cohorte 4, se determinara si esta visita (dia 4 después de los dias 56 y 112), puede eliminarse para cada cohorte.

Se debe realizar un contacto telefonico de seguimiento de seguridad 14 dias después de la visita de la segunda
dosis (dia 56) para los primeros 3-6 sujetos en cada cohorte 3 y 4 para asegurarse de que no hayan aparecido DLT.

Seguimiento de las cohortes 3 y 4: Contacto telefénico de seguridad cada mes alterno entre las visitas de
dosificacién

En la fecha de aprobacion de esta modificacién (versién 7.0), las visitas de los dias 28 y 84 al centro clinico ya no
son necesarias para ningun sujeto de este ensayo. Debe realizarse una llamada telefénica cada mes alterno entre
las visitas de dosificacion (dias 28, 84, 140, etc.) al sujeto para preguntarle acerca de AE ("adverse event",
acontecimiento adverso) y cambios en la medicacion.

Antes de la aprobacion de esta modificacion, se realiz6 la siguiente visita clinica:

Un mes después de las primeras dos infusiones (es decir, en D28 y dia 84), se indicara a cada paciente que se
presente en el centro clinico en ayunas para las siguientes evaluaciones:
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Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presion sanguinea sistélica y diastélica supina, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria).

Analisis de laboratorio: Se recogera una muestra de sangre para las siguientes evaluaciones:

- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo, INR, PT y PTT activado: en el caso de prolongacion de
PTT por encima de ULN, remitase a la seccion 6.2 Retraso/modificacion de la dosis para mas instrucciones.

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrogeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albumina

- Anticuerpos, biodistribucién (niveles de ADN del adenovirus VB-111) y determinaciéon de la expresién de
transgenes.

- Muestras de biomarcadores angiogénicos/citoquinas:
- Niveles de factor de von Willebrand (vWF) y TNFa (opcional).
- Ademas, muestras de sangre para TNF, sTNFRI, sTNFRII, VEGF, FGF, IL-6, IL-8, E-selectina, ICAM-1

Las muestras para los andlisis de laboratorio extraidas en respuesta a un acontecimiento clinicamente importante
seran documentadas como evaluaciones de laboratorio no programadas.

Se recogera una muestra de orina para: Analisis de orina habitual

Medicién del tumor: Los sujetos se evaluaran para la respuesta usando la formacién de imagenes de resonancia
magnética cerebral con y sin contraste (MRI), basandose la evaluacion en los criterios de RANO.

Acontecimientos adversos: En la visita de seguimiento al investigador, se preguntara al paciente acerca de posibles
acontecimientos adversos que puedan haber aparecido desde el dia de la Ultima visita. Deben emplearse medidas
de apoyo total en los pacientes con cualquier acontecimiento adverso. Todos los acontecimientos adversos se
documentaran en los formularios de informe del caso (CRF), junto con la intensidad, las medidas terapéuticas
aplicadas, el resultado y la relacion con el farmaco investigado. Los acontecimientos adversos relacionados se
seguiran hasta la resolucién. Los acontecimientos adversos no relacionados se seguiran hasta la resolucion o el final
del estudio.

Medicaciones concomitantes: En la visita de seguimiento al investigador, se preguntard al paciente acerca de
posibles medicaciones que puedan haber tomado desde el dia de la dltima visita. Todas las medicaciones
concomitantes se registraran con el nombre genérico, la indicacion, la dosificacion, las unidades, la frecuencia y las
fechas de inicio y de fin.

Posterior administracién de VB-111 a las cohortes 3 y 4 (cada 2 meses después de la dosis inicial: dia 56, dia 112,
dia 168, mes 8, etc.)

En el dia de admisién al sitio, cada sujeto volvera a ser verificado para la elegibilidad segun los criterios de
inclusién/exclusion (segun sea pertinente) y después se ensayara dentro de 24 horas antes de la dosificacion. Los
sujetos sin evidencia de enfermedad progresiva seran considerados para una dosificacion posterior.

Esta visita y la dosificacion de VB-111 se repetiran cada 2 meses hasta la progresion de la enfermedad.
Se realizaran las siguientes evaluaciones:

Medicién del tumor: Los sujetos se evaluaran para la respuesta usando la formacién de imagenes de resonancia
magnética cerebral con y sin contraste (MRI), basandose la evaluacién en los criterios de RANO. La formacion de
imagenes MRI se realizara hasta 72 horas antes de la dosificacion para evaluar la magnitud del cancer.

Examen fisico: El examen fisico se centrara en los 6rganos con tumores y las mediciones del tumor segin los
criterios de RANO, asi como los siguientes: cabeza y cuello; ojos; pulmones; corazén; abdomen; articulaciones;
circulacion periférica; piel; y neuroldgicos.

ECG (solo dia 56): Debe realizarse un electrocardiograma de 12 derivaciones convencional con registros de ritmo.

Analisis de laboratorio (segun el manual de ejecucion): Se recogera una muestra de sangre para las siguientes
evaluaciones:

- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado: en el caso de
prolongacién de PTT por encima de ULN, remitase a la seccion 6.2 Retraso/modificacion de la dosis para mas
instrucciones.

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrogeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
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proteinas totales, y albumina;

- Anticuerpos, biodistribucién (niveles de ADN del adenovirus VB-111) y determinacion de la expresién de
transgenes.

- Se recogeran muestras de biomarcadores angiogénicos/citoquinas antes de la dosificacién y 6 horas después de la
dosificacién solo cuando el paciente se observa durante un minimo de 6 horas después de la dosis (a discrecion del
investigador):

- Niveles de factor de von Willebrand (vWF) y TNFa (opcional).

- Ademas, muestras de sangre para TNF, sTNFRI, sTNFRII, VEGF, FGF, IL-6, IL-8, E-selectina, ICAM-1
- Ensayo en suero de embarazo
Se recogera orina para la siguiente evaluacion: Andlisis de orina habitual

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistélica y diastélica supina, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) 15 minutos antes de la dosificacion.

Tratamiento antipirético: Para evitar la fiebre después de la administracion del farmaco del estudio, todos los
pacientes recibiran 1000 mg de acetaminofeno 1-2 horas antes de la dosificacion, seguido de 500 mg cada 4 horas
durante 24 horas.

Tratamiento con corticosteroides: Para reducir la respuesta potencial de edema durante la administracion del
farmaco se administrara un tratamiento de dexametasona: Dosis posteriores con VB-111: Se administraran 10 mg
30 minutos antes de la dosificacién, seguido de 4 mgx2/dia durante 3 dias después de la dosificacion. Se
administraran mas tratamientos con corticosteroides segun lo decida el investigador. Si cuando los sujetos
comienzan el estudio ya estan recibiendo esteroides, el investigador debe intentar por cualquier medio no cambiar la
dosis de esteroides dentro de 5 dias de la evaluacion de la enfermedad, a menos que esté clinicamente garantizado.
La decision de continuar con los esteroides o de empezar a disminuirlos gradualmente después de este periodo de
tiempo sera tomada por el investigador.

Administracion del farmaco de estudio: La infusion se realizara segin el manual de ejecucion. Antes de la infusion, la
disolucién salina debe llevarse a temperatura ambiente. Los viales deben abrirse en una cabina de seguridad
biol6gica e inyectarse en disolucion salina normal para infusion segin el manual de ejecucién. La disolucién final
para la administracion debe administrarse no mas de 90 minutos después de la preparacion. El VB-111 se
infusionara al paciente a la dosificacién pertinente segun el peso del paciente, seglin se detalla en el manual de
ejecucion. Para pacientes con un peso menor que 50 kg, la dosis de 3x10'20 1x10'3 PV se reducira en 30%. Las
infusiones intravenosas del VB-111 diluido deben administrarse a 1 ml/minuto o 3 ml/minuto (solo 1x10'® PV). Se
permitird una comida normal 0,5 horas después de la dosificacion.

Acontecimientos adversos: Se emplearan medidas de apoyo total para todos los pacientes con un acontecimiento
adverso. Todos los acontecimientos adversos que aparezcan después de la administracién del farmaco se
documentaran en los formularios de informe del caso (CRF), junto con la intensidad, las medidas terapéuticas
aplicadas, el resultado y la relacién con el farmaco investigado. Los acontecimientos adversos relacionados se
seguiran hasta la resolucién. Los acontecimientos adversos no relacionados se seguiran hasta la resolucion o el final
del estudio.

Medicaciones concomitantes: No existen restricciones acerca de medicaciones concomitantes, mas alla de los
farmacos listados en los criterios de exclusién. Sin embargo, el VB-111 no debe mezclarse con otros farmacos. Toda
la medicacion concomitante administrada durante el estudio se documentara desde la linea de base hasta el dia 168
o la visita de terminacién temprana.

Otros analisis de laboratorio: Las muestras para los analisis de laboratorio extraidas en respuesta a un
acontecimiento clinicamente importante serdn documentadas como evaluaciones de laboratorio no programadas.
Cuando aparezcan valores de laboratorio anémalos clinicamente importantes, los ensayos se seguiran realizando
hasta que los valores vuelvan al intervalo normal y/o hasta que se encuentre una explicacién adecuada a la
anomalia. Estas investigaciones en el laboratorio se realizaran en el sitio del estudio, excepto para las evaluaciones
de distribucion, que se enviaran a un laboratorio central independiente. Si alguno de estos resultados requiere de
confirmacién, se volveran a realizar los ensayos en el mismo laboratorio hospitalario cuando sea posible. A cada
laboratorio hospitalario se le deben proporcionar los certificados de acreditacion del laboratorio y los intervalos de
referencia normales.

Hasta 6 horas después de la administracion del farmaco:

En la fecha de aprobacién de esta modificacion (modificacion 11), ya no es necesario el periodo de observacion de 6
horas para ningln sujeto de este ensayo.
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Antes de la aprobacion de esta modificacion, se realiz6 la siguiente visita clinica (en cursiva):

Analisis de laboratorio: Biodistribucion: Se recogera una muestra de sangre para las determinaciones de los niveles
de expresion del ADN del adenovirus VB-111 en los siguientes momentos:

- 0 (antes de la dosificacion, véase anteriormente)
- Al final de la infusion

-3+0,5 horas

-6+ 0,5 horas

Muestras de biomarcadores angiogénicos/citoquinas: Se recogeran muestras de sangre a las 6 horas después de la
dosis para determinar:

- Niveles de factor de von Willebrand (vWF) y TNFa (opcional).
- Ademads, muestras de sangre para TNF, sTNFRI, sTNFRII, VEGF, FGF, IL-6, IL-8, E-selectina, ICAM-1

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presion sanguinea sistdlica y diastdlica, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) a los 30 y 60 minutos después de la dosificacion, y a las 4 y
6 horas después de la dosificacion y/o tras la desaparicion de cualquier acontecimiento adverso, cualquiera que
suceda primero.

Acontecimientos adversos: Se emplearan medidas de apoyo total para todos los pacientes con un acontecimiento
adverso. Todos los acontecimientos adversos que aparezcan después de la administracion del farmaco se
documentaran en los formularios de informe del caso (CRF), junto con la intensidad, las medidas terapéuticas
aplicadas, el resultado y la relacion con el farmaco investigado. Los acontecimientos adversos relacionados se
seguiran hasta la resolucion. Los acontecimientos adversos no relacionados se seguiran hasta la resolucion o el final
del estudio.

Medicaciones concomitantes: No existen restricciones acerca de medicaciones concomitantes, mas alla de los
farmacos listados en los criterios de exclusion. Sin embargo, el VB-111 no debe mezclarse con otros farmacos. Toda
la medicacion concomitante administrada durante el estudio se documentara desde la linea de base hasta el dia 168
o la visita de terminacion temprana.

Otros anélisis de laboratorio: Las muestras para los andlisis de laboratorio extraidas en respuesta a un
acontecimiento clinicamente importante seran documentadas como evaluaciones de laboratorio no programadas.
Cuando aparezcan valores de laboratorio anémalos clinicamente importantes, los ensayos se seguiran realizando
hasta que los valores vuelvan al intervalo normal y/o hasta que se encuentre una explicacion adecuada a la
anomalia. Estas investigaciones en el laboratorio se realizaran en el sitio del estudio, excepto para las evaluaciones
de distribucién, que se enviaran a un laboratorio central independiente. Si alguno de estos resultados requiere de
confirmacion, se volveran a realizar los ensayos en el mismo laboratorio hospitalario cuando sea posible. A cada
laboratorio hospitalario se le deben proporcionar los certificados de acreditacion del laboratorio y los intervalos de
referencia normales.

Tras la progresion de la enfermedad: Extensién de las cohortes 3-4

Administracion de VB-111+bevacizumab, cohortes 3 y 4 (cada 2 meses después de la progresion de la enfermedad)

En el momento en que el sujeto sufra una progresion de la enfermedad (cualquier sujeto estable remanente de la
cohorte 3 y todos los sujetos de la cohorte 4), se pedira al sujeto que participe en una fase de extension de este
ensayo, en la que se le administrara VB-111 y bevacizumab como terapia de combinacion. El VB-111 (3x10'2 o
1x10'3 PV, véanse las toxicidades limitantes de la dosis anteriormente) se administrara de modo bimensual y el
bevacizumab se administrard de modo bisemanal.

Los sujetos seran informados de las ventajas, los riesgos y las limitaciones del estudio, y se les pedira que firmen un
formulario de consentimiento informado. Después los sujetos se evaluaran para asegurarse de que cumplen los
criterios del estudio. Remitase a la seccién 3.0 para los criterios de inclusién y de exclusion, que incluyen los
criterios de exclusién especificos del bevacizumab.

Puesto que es necesario un minimo de 2 meses entre las dosis VB-111, si un sujeto progresa antes de 2 meses, el
sujeto empezara el tratamiento con bevacizumab (10 mg/kg) cada 2 semanas, y a los 2 meses desde la Ultima dosis
de VB-111, el sujeto recibira la primera dosis de combinacion.

Se realizaran las siguientes evaluaciones:

Medicién del tumor: Los sujetos se evaluaran para la respuesta usando la formacién de imagenes de resonancia
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magnética cerebral con y sin contraste (MRI), basandose la evaluacién en los criterios de RANO. La formacion de
imagenes La MRI se realizara hasta 72 horas antes de la dosificacion para evaluar la magnitud del cancer.

Examen fisico: El examen fisico se centrara en los 6rganos con tumores y las mediciones del tumor segun los
criterios de RANO, asi como los siguientes: cabeza y cuello; ojos; pulmones; corazén; abdomen; articulaciones;
circulacion periférica; piel; y neuroldgicos.

ECG (se realizara cada 6 meses desde la dosis de combinacién inicial).
Debe realizarse un electrocardiograma de 12 derivaciones convencional con registros de ritmo.

Analisis de laboratorio (segun el manual de ejecucion): Se recogera una muestra de sangre para las siguientes
evaluaciones:

- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado: en el caso de
prolongacién de PTT por encima de ULN, remitase a la secciéon 6.2 Retraso/modificacion de la dosis para mas
instrucciones.

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrdgeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albimina;

- Anticuerpos, biodistribucién (niveles de ADN del adenovirus VB-111) y determinaciéon de la expresién de
transgenes.

- Se recogen muestras de biomarcadores angiogénicos/citoquinas antes de la dosificacion y 6 horas después de la
dosificacién solo cuando el paciente se observa durante un minimo de 6 horas después de la dosis (a discrecion del
investigador):

- Niveles de factor de von Willebrand (vVWF) y TNFa (opcional).
- Ademas, muestras de sangre para TNF, sTNFRI, sTNFRII, VEGF, FGF, IL-6, IL-8, E-selectina, ICAM-1
- Ensayo en suero de embarazo
Se recogera orina para la siguiente evaluacion:
- Andlisis de orina habitual
- Tiras reactivas para la proteinuria

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistélica y diastélica supina, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) 15 minutos antes de la dosificacion.

Tratamiento antipirético: Para evitar la fiebre después de la administracion del farmaco del estudio, todos los
pacientes recibiran 1000 mg de acetaminofeno 1-2 horas antes de la dosificacion, seguido de 500 mg cada 4 horas
durante 24 horas.

Tratamiento con corticosteroides: Para reducir la respuesta potencial de edema durante la administracion del
farmaco se administrard un tratamiento de dexametasona: Dosis posteriores con VB-111: Se administraran 10 mg
30 minutos antes de la dosificacién, seguido de 4 mgx2/dia durante 3 dias después de la dosificacion. Se
administraran mas tratamientos con corticosteroides segun lo decida el investigador. Si cuando los sujetos
comienzan el estudio ya estan recibiendo esteroides, el investigador debe intentar por cualquier medio no cambiar la
dosis de esteroides dentro de 5 dias de la evaluacion de la enfermedad, a menos que esté clinicamente garantizado.
La decision de continuar con los esteroides o de empezar a disminuirlos gradualmente después de este periodo de
tiempo sera tomada por el investigador.

Administracion del bevacizumab:

El bevacizumab se administrara mediante infusion a una dosis de 10 mg/kg antes que VB-111 en los dias de
dosificacién. La tasa de infusion sera segun la insercién en el paquete para el bevacizumab: La dosis inicial de
bevacizumab debe administrarse a lo largo de 90 minutos como una infusion IV después de quimioterapia. Si la
primera infusion se tolera, la segunda infusion puede administrarse a lo largo de 60 minutos. Si la infusién de 60
minutos se tolera, todas las infusiones posteriores pueden administrarse a lo largo de 30 minutos.

Administracion del farmaco de estudio:

La infusién se realizarda segin el manual de ejecucion. Antes de la infusién, la disolucién salina debe llevarse a
temperatura ambiente. Los viales deben abrirse en una cabina de seguridad bioldgica e inyectarse en disolucion
salina normal para infusién segin el manual de ejecucién. La disolucion final para la administracion debe
administrarse no mas de 90 minutos después de la preparacién. El VB-111 se infusionara al paciente a la
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dosificacién pertinente segun el peso del paciente, segin se detalla en el manual de ejecucion. Para pacientes con
un peso menor que 50 kg, la dosis de 3x10'20 1x10'3 PV se reducird en 30%. Las infusiones intravenosas del VB-
111 diluido deben administrarse a 1 ml/minuto o 3 ml/minuto (solo 1x10'3 PV).

Hasta 8 horas después de la combinacion inicial de VB-111 y bevacizumab:

Analisis de laboratorio: Biodistribucién: Se recogera una muestra de sangre para las determinaciones de los niveles
de expresion del ADN del adenovirus VB-111 en los siguientes momentos:

- 0 (antes de la dosificacion, véase anteriormente)
- Al final de la infusion

-3 0,5 horas

-6 +0,5 horas

Muestras de biomarcadores angiogénicos/citoquinas: Se recogeran muestras de sangre a las 6 horas después de la
dosis para determinar:

- Niveles de factor de von Willebrand (vWF) y TNFa (opcional).
- Ademas, muestras de sangre para TNF, sTNFRI, sTNFRII, VEGF, FGF, IL-6, IL-8, E-selectina, ICAM-1

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistolica y diastélica, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) a los 30 y 60 minutos después de la dosificacién, y alas 4 y
6 horas después de la dosificacion y/o tras la desaparicién de cualquier acontecimiento adverso, cualquiera que
suceda primero.

Acontecimientos adversos: Se emplearan medidas de apoyo total para todos los pacientes con un acontecimiento
adverso. Todos los acontecimientos adversos que aparezcan después de la administracién del farmaco se
documentaran en los formularios de informe del caso (CRF), junto con la intensidad, las medidas terapéuticas
aplicadas, el resultado y la relacion con el farmaco investigado. Los acontecimientos adversos relacionados se
seguiran hasta la resolucién. Los acontecimientos adversos no relacionados se seguiran hasta la resolucion o el final
del estudio.

Medicaciones concomitantes: No existen restricciones acerca de medicaciones concomitantes, mas alla de los
farmacos listados en los criterios de exclusién. Sin embargo, el VB-111 no debe mezclarse con otros farmacos. Toda
la medicacion concomitante administrada durante el estudio se documentara desde la linea de base durante toda la
participacion o hasta la visita de terminacién temprana.

Otros analisis de laboratorio: Las muestras para los anadlisis de laboratorio extraidas en respuesta a un
acontecimiento clinicamente importante seran documentadas como evaluaciones de laboratorio no programadas.
Cuando aparezcan valores de laboratorio anémalos clinicamente importantes, los ensayos se seguiran realizando
hasta que los valores vuelvan al intervalo normal y/o hasta que se encuentre una explicacién adecuada a la
anomalia. Estas investigaciones en el laboratorio se realizaran en el sitio del estudio, excepto para las evaluaciones
de distribucion, que se enviaran a un laboratorio central independiente. Si alguno de estos resultados requiere de
confirmacion, se volveran a realizar los ensayos en el mismo laboratorio hospitalario cuando sea posible. A cada
laboratorio hospitalario se le deben proporcionar los certificados de acreditacion del laboratorio y los intervalos de
referencia normales.

Seguimiento de la fase de extensién de las cohortes 3-4:
Tratamiento bisemanal con bevacizumab

El bevacizumab se administrard segun las préacticas convencionales de modo bisemanal. Durante las visitas al
centro clinico para recibir este tratamiento, el investigador debe ver al sujeto para evaluar la seguridad.

Administracion del bevacizumab
El bevacizumab se administrara mediante infusiéon a una dosis de 10 mg/kg segun las practicas convencionales.

Acontecimientos adversos: Se emplearan medidas de apoyo total para todos los pacientes con un acontecimiento
adverso. Todos los acontecimientos adversos que aparezcan después de la administracién del farmaco se
documentaran en los formularios de informe del caso (CRF), junto con la intensidad, las medidas terapéuticas
aplicadas, el resultado y la relacion con el farmaco investigado. Los acontecimientos adversos relacionados se
seguiran hasta la resolucién. Los acontecimientos adversos no relacionados se seguiran hasta la resolucion o el final
del estudio.

Medicaciones concomitantes: No existen restricciones acerca de medicaciones concomitantes, mas alla de los
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farmacos listados en los criterios de exclusién. Sin embargo, el VB-111 no debe mezclarse con otros farmacos. Toda
la medicacion concomitante administrada durante el estudio se documentara desde la linea de base durante toda la
participacion o hasta la visita de terminacién temprana.

Otros analisis de laboratorio: Las muestras para los anadlisis de laboratorio extraidas en respuesta a un
acontecimiento clinicamente importante seran documentadas como evaluaciones de laboratorio no programadas.
Cuando aparezcan valores de laboratorio anémalos clinicamente importantes, los ensayos se seguiran realizando
hasta que los valores vuelvan al intervalo normal y/o hasta que se encuentre una explicacién adecuada a la
anomalia. Estas investigaciones en el laboratorio se realizaran en el sitio del estudio, excepto para las evaluaciones
de distribucion, que se enviaran a un laboratorio central independiente. Si alguno de estos resultados requiere de
confirmacion, se volveran a realizar los ensayos en el mismo laboratorio hospitalario cuando sea posible. A cada
laboratorio hospitalario se le deben proporcionar los certificados de acreditacion del laboratorio y los intervalos de
referencia normales.

28 Dias después del tratamiento de combinacién inicial

Un mes después del tratamiento de combinacion inicial, se indicara a cada paciente que se presente en el centro
clinico en ayunas para las siguientes evaluaciones:

Signos vitales: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistélica y diastélica supina, frecuencia cardiaca
periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria).

Analisis de laboratorio: Se recogera una muestra de sangre para las siguientes evaluaciones:

- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo, INR, PT y PTT activado: en el caso de prolongacion de
PTT por encima de ULN, remitase a la seccion 6.2 Retraso/modificacion de la dosis para mas instrucciones.

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrdgeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albimina

- Las muestras para los andlisis de laboratorio extraidas en respuesta a un acontecimiento clinicamente importante
seran documentadas como evaluaciones de laboratorio no programadas.

- Se recogera una muestra de orina para:

- Analisis de orina habitual

- Tiras reactivas para la proteinuria

- No se modificara la dosis para acontecimientos de grado %

- Grado 3 (UPC=>3,5, recoleccion de orina >3,5 g/24 hr, o tiras reactivas 4+): Detener el tratamiento de bevacizumab
hasta <grado 2, segun se determina mediante la proporcion UPC <3,5 o 24 hr recoleccién <3,5 g

- Grado 4 (sindrome nefrético): Detener el bevacizumab

Acontecimientos adversos: En la visita de seguimiento al investigador, se preguntara al paciente acerca de posibles
acontecimientos adversos que puedan haber aparecido desde el dia de la Ultima visita. Deben emplearse medidas
de apoyo total en los pacientes con un acontecimiento adverso. Todos los acontecimientos adversos se
documentaran en los formularios de informe del caso (CRF), junto con la intensidad, las medidas terapéuticas
aplicadas, el resultado y la relacion con el farmaco investigado. Los acontecimientos adversos relacionados se
seguiran hasta la resolucién. Los acontecimientos adversos no relacionados se seguiran hasta la resolucion o el final
del estudio.

Medicaciones concomitantes: En la visita de seguimiento al investigador, se preguntara al paciente acerca de
posibles medicaciones que puedan haber tomado desde el dia de la dltima visita. Todas las medicaciones
concomitantes se registraran con el nombre genérico, la indicacion, la dosificacion, las unidades, la frecuencia y las
fechas de inicio y de fin.

Final del estudio/terminacién temprana

Los sujetos en las cohortes 3 y 4 continuaran recibiendo VB-111 cada 2 meses, con la condicién de que sigan
estando estables. Cuando los sujetos sufren una progresiéon de la enfermedad, pueden recibir un tratamiento de
combinacion con VB-111 o volveran al centro clinico para una visita final del estudio. Ademas, si los sujetos retiran el
consentimiento o el investigador determina que el sujeto no debe continuar en el estudio, el sujeto volvera para una
visita de terminacion temprana. Los sujetos continuaran con un seguimiento cada 2-3 meses como parte de su
seguimiento convencional. El VBL puede pedir datos de estos sujetos (por ejemplo, barridos de MRI, otros
tratamientos anticancer).
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Los sujetos que ya no son recibidos en visitas convencionales en el sitio deben ser contactados por teléfono cada 2-
3 meses para el seguimiento de la supervivencia y para obtener informacion con respecto a posteriores tratamientos
del glioblastoma. El seguimiento continuara hasta que el paciente expire.

Duracién del estudio

Cohortes 1-2: A cada paciente se le administrard una Unica inyeccion de VB-111 y se realizara un seguimiento con
evaluaciones y visitas programadas de modo regular durante un periodo de 6 meses después de la dosificacion o
hasta la progresion o abandono del estudio, y después se le realizara un seguimiento para la supervivencia
mediante un contacto telefénico después del estudio cada 2 meses. Ademas, se realizaran MRI de supervision cada
2 meses hasta 1 afo después de la dosificacion, y después cada 3 meses hasta 2 afos después de la dosificacion.
Los pacientes pueden decidir abandonar el estudio en cualquier momento. A los pacientes que lo abandonan antes
del dia 168 + 7 se les debe pedir que vuelvan al centro clinico para una visita de terminaciéon temprana y se debe
seguir en contacto con ellos para preguntarles sobre AE (los pacientes que lo abandonan después del 168 no se
consideran terminaciones tempranas). Todos los AE, independientemente de que estén o no relacionados con la
enfermedad, seran documentados en el registro del paciente y el CRF.

Cohortes 3 y 4: Los sujetos se seleccionaran 3 semanas antes de la dosis inicial (D0O) y recibirdn VB-111 cada 2
meses a través de la progresion de la enfermedad. Después de la progresion de la enfermedad, se realizara un
tratamiento convencional; los pacientes recibiran un seguimiento para la actualizacién del estado de la enfermedad y
la supervivencia cada 2-3 meses.

Evaluaciones exploratorias

Muestras de biopsia opcionales: Pueden recogerse biopsias de tejido cerebral (preferiblemente muestras
congeladas en fresco) para el posterior ensayo por VBL como parte del procedimiento clinicamente indicado en
cualquier momento del estudio. Si se recoge una muestra de tejido cerebral, debe recolectarse una muestra de
sangre para el analisis de transgenes en el mismo dia.

Células endoteliales en circulacion (CEC): Opcionalmente, pueden recogerse CEC y analizarse como biomarcadores
para la angiogénesis por medio de una citometria de flujo en cualquier momento del estudio, si el sujeto lo consiente
y el sitio tiene capacidad local de realizar dicho ensayo.

Otros ensayos exploratorios: Las muestras recogidas para obtener plasma, suero y tejido durante el estudio seran
conservadas por VBL o por una persona designada para ello durante hasta 15 afios para un ensayo exploratorio
para comprender mejor el impacto, la respuesta potencial y la toxicidad del VB-111.

Acontecimientos adversos previstos/modificaciones de la dosis

Acontecimientos adversos previstos

Estudios preclinicos

El VB-111 provoca una toxicidad minima en estudios de toxicologia preclinicos en ratones. Se observ6 una anemia
suave, una trombocitopenia suave, una leucocitosis suave, esplenomegalia, e hiperplasia de médula ésea. También
se observaron unos aumentos transitorios de las enzimas hepéaticas sin correlacion con la patologia clinica.

Vectores de adenovirus y agentes antiangiogénicos

La administracion de vectores de adenovirus sistémicamente ha sido bien tolerada. Los sintomas similares a la gripe
(fiebre, fatiga, escalofrios, nduseas y/o vomitos) son los acontecimientos adversos mas habituales. La mayoria de
las particulas de adenovirus inyectadas por via intravenosa fueron secuestradas por el higado que, a su vez,
provoca una respuesta inflamatoria caracterizada por una transaminitis aguda y dafios vasculares.

La administracion de agentes antiangiogénicos sistémicamente también ha sido bien tolerada. Los efectos adversos
previstos mas importantes fueron trastornos de curacion de heridas, sangrado, y acontecimientos tromboembdlicos.
También se ha indicado hipertension y proteinuria con la terapia antiangiogénica.

Acontecimientos adversos previstos con el bevacizumab
Perforacién gastrointestinal (Gl)

A veces aparece una perforacion Gl grave, y a veces mortal, con mas incidencia en pacientes tratados con
bevacizumab, comparado con controles.

Las incidencias de perforacién Gl varian del 0,3% al 2,4% a través de los estudios clinicos.
Se debe abandonar el bevacizumab en pacientes con perforacion Gl.

Complicaciones quirtrgicas y de curacién de heridas
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La incidencia de complicaciones quirirgicas y de curacion de heridas, que incluyen complicaciones graves y
mortales, aumenta en los pacientes tratados con bevacizumab.

No se debe iniciar el bevacizumab durante al menos 28 dias después de una cirugia y hasta que la herida quirdrgica
esté totalmente curada. No se ha determinado el intervalo apropiado entre la terminacion del bevacizumab y una
posterior cirugia electiva requerida para reducir los riesgos de una curacién andémala de las heridas/dehiscencia de
la herida.

Se debe abandonar el bevacizumab al menos 28 dias antes de una cirugia electiva y en pacientes con
complicaciones de curacién de heridas que requieran una intervencion médica.

Hemorragia

Ha aparecido una hemorragia grave o mortal, incluyendo hemoptisis, sangrado Gl, hematemesis, hemorragia del
sistema nervioso central, epistaxis, y sangrado vaginal en hasta 5 veces, con mas frecuencia en pacientes que
reciben bevacizumab. A través de las indicaciones, la incidencia de acontecimientos hemorragicos de grado =3 entre
pacientes que reciben bevacizumab varia del 1,2% al 4,6%.

No se debe administrar bevacizumab a pacientes con hemorragia grave o hemoptisis reciente (='2 tsp de sangre
roja).

Se debe abandonar el bevacizumab en pacientes con hemorragia grave (es decir, que requiera una intervencién
médica).

Otros acontecimientos adversos graves

Otros acontecimientos adversos graves, y a veces mortales, con mayor incidencia en el brazo tratado con
bevacizumab frente al control incluyen:

Formacién de una fistula no-Gl (0,3%)
Acontecimientos tromboembodlicos arteriales (grado =3, 2,6%)
Proteinuria (sindrome nefrético, <1%)

Otros acontecimientos adversos graves con mayor incidencia en el brazo tratado con bevacizumab frente al control
incluyen:

Hipertension (grado 3-4, 5%-18%)

Sindrome de leucoencefalopatia posterior reversible ("reversible posterior leukoencephalopathy syndrome”, RPLS)
(<0,1%)

Las reacciones a la infusion con la primera dosis de bevacizumab son raras (<3%), y aparecieron reacciones graves
en 0,2% de los pacientes.

Se debe informar a las mujeres fértiles del riesgo de insuficiencia ovarica antes de comenzar el tratamiento con
bevacizumab.

Las reacciones adversas mas habituales observadas en pacientes con bevacizumab a una tasa de >10% y al menos
dos veces la tasa del brazo control son epistaxis, dolor de cabeza, hipertension, rinitis, proteinuria, alteracion del
gusto, piel seca y hemorragia rectal.

Retrasos en la dosificacion/modificacion de la dosis

Para los sujetos que participan en mdltiples cohortes de dosis, la dosificacion puede retrasase en las siguientes
situaciones:

- En los sujetos que sufrieron un acontecimiento adverso relacionado con el farmaco VB-111 y que estén
programados para repetir la dosis, esta se retrasara hasta que la gravedad del acontecimiento no sea mayor que
CTCAE de grado 1.

- En los sujetos que sufrieron una prolongacién de un PTT y que estan programados para repetir la dosis, esta se
retrasara hasta que el PTT haya vuelto a dentro del 20% del valor de linea de base, tanto si cualquier ensayo de
LAC o APLA positivo se haya o no normalizado. Los casos limite pueden analizarse con el patrocinador en cada
caso individual. Los sujetos con acontecimientos de sangrado o tromboticos clinicamente significativos relacionados
con un PTT prolongado no deberian recibir mas dosis de VB-111.

- En el caso de que un PTT se prolongue por encima de ULN, debe extraerse sangre para el anticoagulante
del lupus (LAC) y para anticuerpos antifosfolipidos (IgG e IgM para beta-2-GP-1 y anticardiolipina). Los
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pacientes con un PTT prolongado no deben recibir VB-111 hasta que los valores de laboratorio anémalos
vuelvan a dentro del 20% del valor de linea de base, tanto si cualquier ensayo de LAC o APLA positivo se
haya o no normalizado. Si la repeticién del ensayo para LAC/APLA sigue siendo positivo, este debe
repetirse cada 12 semanas (desde el ensayo positivo inicial) hasta que vuelva a la normalidad.

- Durante el control de DLT. Para ajustarse a las restricciones del protocolo con respecto a los periodos de
observacion de 14 dias entre pacientes.

Los pacientes se asignaran a la cohorte 3 (dosis Gnica o multiples dosis de 3x10'2 PV) o a la cohorte 4 (mdltiples
dosis de 1x10'3 PV). No se permite la modificacion de la dosis en este ensayo. Sin embargo, se infusionara VB-111
al paciente a la dosificacion pertinente segun el peso del paciente, segun se detalla en el manual de ejecucion. Para
pacientes con un peso menor que 50 kg, la dosis de 3x10™ o0 1x10'® PV se reducird en 30%. Las infusiones
intravenosas del VB-111 diluido deben administrarse a 1 ml/minuto o 3 ml/minuto (solo 1x103 PV).

Estudios correlativos/especiales

Distribucién: Para la evaluacion de la distribucién, se recogeran muestras de sangre de todos los pacientes segun el
manual de ejecucion. Se ensayaran estas muestras para la determinacién del nivel de transgenes de adenovirus y
VB-111 en el grupo de dosis maxima tolerada o en la cohorte de dosis mayor. La distribucion se evaluara mediante
la determinacion de los niveles de ADN virico y transgenes mediante Q-PCR y Q-RT-PCR, respectivamente, en la
sangre en momentos predeterminados después de la dosificacion. Se recogeran muestras de todos los pacientes en
todos los momentos predefinidos. Las muestras en que no aparezcan niveles detectables de ADN virico después de
la dosificacion no se ensayaran para los niveles de transgenes y no se evaluaran para momentos posteriores.

Anticuerpos: Se recogeran muestras de suero para el andlisis de los niveles de anticuerpos contra el adenovirus
segun el manual de ejecucion.

Procedimientos para manipular muestras de sangre: Se remite al manual de funcionamiento para obtener
instrucciones para una descripcion completa de los procedimientos para muestras de seguridad y los procedimientos
para las determinaciones con Q-PCR y Q-RT-PCR.

Medicidn del efecto

La respuesta tumoral se evaluard usando a formacion de imagenes de resonancia magnética cerebral con y sin
contraste (MRI), basandose la evaluacién en los criterios de RANO, hasta la progresiéon de la enfermedad (analisis
de radiologia independiente local y central). Para los pacientes que no progresen o que mueran, la PFS se
censurara en el momento de iniciar una terapia anticancer alternativa, la fecha de la ultima evaluacién radiolégica o
el momento del Gltimo contacto.

Definiciones

La respuesta y la progresion se evaluaran en este estudio usando los nuevos criterios internacionales propuestos
por el grupo de trabajo de Response Assessment in Neuro-Oncology (RANO) [JCO, Updated Response Assessment
Criteria for High-Grade Gliomas: Response Assessment in Neuro-Oncology (RANO) Working Group, en impresion].
Nota: Las lesiones son mensurables o no mensurables usando los criterios proporcionados a continuacion. El
término “evaluable”, con referencia a la mensurabilidad, no se utilizar4 porque no proporciona mas significado ni
precision.

Enfermedad mensurable: Una enfermedad mensurable se define como lesiones que potencian un contraste
bidimensional con margenes claramente definidos mediante MRI, con dos didametros perpendiculares de al menos
10 mm, visibles en 2 0 mas cortes axiales que, preferiblemente, estan separados un maximo de 5 mm con un salto
de 0 mm. En el caso de que la MRI se realice con cortes mas gruesos, el tamano de una lesidon mensurable en la
linea de base debe ser dos veces el grosor del corte. En caso de que existan huecos entre los cortes, esto también
debe considerarse para la determinacién del tamafo de las lesiones mensurables en la linea de base.

La medicion de un tumor alrededor de un quiste o una cavidad quirdrgica es problematica. En general, estas
lesiones deben considerarse no mensurables, a menos que exista un componente nodular que mida al menos 10
mm de diametro. El quiste o la cavidad quirtrgica no debe medirse cuando se determina la respuesta.

Todas las mediciones tumorales deben registrarse en milimetros (o fracciones decimales de centimetros).

Enfermedad no mensurable: Se define como lesiones mensurables de modo unidimensional, masas con margenes
no definidos claramente, o lesiones con didametros perpendiculares maximos <10 mm.

Lesiones diana: Todas las lesiones mensurables hasta un maximo de cinco lesiones deben identificarse como
lesiones diana y registrarse y medirse (suma de los productos de los diametros perpendiculares) en la linea de base.
Las lesiones diana deben seleccionarse basandose en su tamano (lesiones con los didmetros méas largos) y su
idoneidad para mediciones repetidas precisas mediante técnicas de formacién de imagenes. A veces, las lesiones
mas grandes pueden no ser adecuadas para mediciones reproducibles, y deben seleccionarse las siguientes
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lesiones mas grandes que puedan medirse de modo reproducible.

Lesiones no diana: Para pacientes con enfermedad recurrente que presentan miultiples lesiones, de las cuales solo
una o dos estan aumentando su tamafno, estas lesiones que aumentan de tamafo deben considerarse las lesiones
diana para la evaluacion de la respuesta. Las otras lesiones se consideraran lesiones no diana y también deben
registrarse.

En muy pocas ocasiones, puede aparecer una progresion inequivoca de una lesion no diana que requiera la
detencién de la terapia, o el desarrollo de una nueva lesion que potencia el contraste, incluso en el escenario de una
enfermedad estable (EE) o una respuesta parcial (RP) en las lesiones diana. Estos cambios se califican como
progresion.

Las lesiones no diana también incluyen lesiones mensurables que excedan del nimero maximo de 5. No son
necesarias mediciones de estas lesiones, pero la presencia o la ausencia de cada una de estas deben indicarse
durante el seguimiento.

Lineas directrices para la evaluacién de una enfermedad mensurable

Todas las mediciones deben tomarse y registrarse en anotacién métrica, empleando una regla o calibradores. Todas
las evaluaciones de la linea de base deben realizarse dentro de 72 horas antes del inicio del tratamiento.

Es necesaria una MRI convencional, CT no es aceptable. Debe usarse el mismo método de evaluacion y la misma
técnica para caracterizar cada lesion identificada e informada en la linea de base y durante el seguimiento.

Estas técnicas deben realizarse con cortes de 10 mm o menos en grosor del corte de modo contiguo. Las MRI seran
evaluadas por un laboratorio central de modo local y central.

Criterios de respuesta

Evaluacion de las lesiones diana: Respuesta completa (RC): Requiere todo lo siguiente:

- Desaparicion completa de la enfermedad potenciadora mensurable y no mensurable sostenida durante al menos 4
semanas

- Ausencia de nuevas lesiones

- Lesiones no potenciadoras estables o mejoradas (T2/FLAIR)
- Los pacientes no deben estar tomando corticosteroides

- Clinicamente mejorado o estable

Respuesta parcial (RP): Requiere todo lo siguiente:

- 250% de disminucion comparado con la linea de base en la suma de los productos de los diametros
perpendiculares de todas las lesiones potenciadoras mensurables sostenida durante al menos 4 semanas

- Ausencia de progresion de una enfermedad no mensurable
- Ausencia de nuevas lesiones

- Lesiones no potenciadoras estables o mejoradas (T2/FLAIR) en la misma dosis o una dosis menor de
corticosteroides, comparado con un barrido de linea de base

- La dosis de corticosteroides en el momento de la evaluacion con barrido no debe ser mayor que la dosis en el
momento del barrido de linea de base

- Clinicamente mejorado o estable
Enfermedad estable (EE): Requiere todo lo siguiente:
- No competente para respuesta completa, respuesta parcial o progresion

- Lesiones no potenciadoras estables (T2/FLAIR) en la misma dosis o una dosis menor de corticosteroides,
comparado con un barrido de linea de base. En el caso de que la dosis de corticosteroides haya aumentado, el
ultimo barrido que se considere que muestra enfermedad estable sera el barrido obtenido cuando la dosis de
corticosteroides era equivalente a la dosis de linea de base

- Clinicamente estable

Progresion: Definida por cualquiera de lo siguiente:
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- 225% de aumento en la suma de los productos de los didmetros perpendiculares de las lesiones potenciadoras,
comparado con la medicion tumoral mas pequefia obtenida en la linea de base (si no hay disminucién) o la mejor
respuesta, en dosis estables o crecientes de corticosteroides

- Aumento significativo en una lesién no potenciadora T2/FLAIR en dosis estables o crecientes de corticosteroides,
comparado con el barrido de linea de base o mejor respuesta después del inicio de la terapia, no debido a
acontecimientos comorbidos (por ejemplo, terapia de radiacion, desmielinizacién, lesién isquémica, infeccién,
ataques, cambios posoperatorios, u otros efectos del tratamiento).

- Cualquier lesién nueva

- Claro deterioro clinico no atribuible a otras causas aparte del tumor (por ejemplo, ataques, efectos secundarios de
medicaciones, complicaciones de la terapia, acontecimientos cerebrovasculares, infeccion, etc.) o cambios en la
dosis de corticosteroides

- No poder regresar para la evaluacion debido a muerte o condiciones deteriorantes
- Progresién clara de una enfermedad no mensurable

Si se producen dudas con respecto a si existe progresion, el paciente debe continuar el tratamiento y permanecer
bajo atenta observacion. Si posteriores evaluaciones sugieren que el paciente esta progresando, la fecha de
progresion debe ser el momento en que esta cuestion surgid inicialmente.

Estos criterios de respuesta de RANO también se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 6 - Resumen de los criterios de respuesta de RANO

RC RP EE EP

T1-Gd+ Ninguno 250% de | <50% de | 225% de
disminucion disminucion-<25% disminucion
de aumento

T2/FLAIR Estable o disimuye Estable o disimuye Estable o disimuye Aumenta*
Nueva lesion Ninguna Ninguna Ninguna Presente”
Corticosterol ds Ninguno Estable o disimuye Estable o disimuye NA
Estado clinico Estable o0 aumenta Estable 0 aumenta Estable o0 aumenta Disminuye*
Requirimiento de | Todos Todos Todos Alguno*
respuesta

RC = respuesta completa; RP = respuesta parcial; EE = enfermedad estable; y EP = enfermedad progresiva.
# La progresion aparece cuando cualquier de los criterios marcados con * esta presente.

NA: Solo un aumento en los corticosteroides no se considerara cuando se determina la progresion en ausencia de
un deterioro clinico persistente

Medicion de confirmacién/Duracién de la respuesta

Confirmacién

Para poder asignar un estado de RP o RC, deben confirmarse cambios en las mediciones tumorales por medio de
evaluaciones repetidas que deben realizarse 4 semanas después de que se hayan cumplido por primera vez los
criterios para la respuesta.

Duracion de la respuesta global

La duracién de la respuesta global se mide desde el momento en que se cumplen los criterios de medicién para RC
o RP (lo que se registre en primer lugar) hasta la primera fecha en que se haya documentado objetivamente una
enfermedad recurrente o progresiva (tomando como referencia para la enfermedad progresiva las mediciones mas
pequenias registradas desde que se inici6 el tratamiento).

La duracion de la RC global se mide desde el primer momento que se cumplen los criterios de mediciéon para RC
hasta la primera fecha en que se haya documentado objetivamente una enfermedad recurrente.
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Duracién de la enfermedad estable

La enfermedad estable se mide desde el inicio del tratamiento hasta que se cumplen los criterios para la progresion,
tomando como referencia las mediciones mas bajas registradas desde que comenz6 el tratamiento.

Consideraciones estadisticas
Disefio del estudio

Objetivos: Para evaluar la seguridad, la tolerabilidad y la eficacia de dosis individuales y mdltiples de VB-111
(1x10'2, 3x10'2, 1x10'3 particulas de virus [PV]) en pacientes con GBM recurrente; para evaluar la distribucion de
VB-111 después de una uUnica infusién y de mudltiples infusiones IV y el nivel de anticuerpos contra el vector
adenovirico y los transgenes.

Se prevé que hasta 90 sujetos se alistaran en este estudio, con hasta 29 sujetos en el nivel de dosis de 3x102PV, y
hasta 49 sujetos en el nivel de dosis de 1x10'3 PV. Las cohortes 1-2 reclutaran hasta 6 pacientes en cada una. La
cohorte 3 se llevara a cabo segun el método de 2 etapas de Simon.

La etapa uno incluira los primeros 10 pacientes evaluables al nivel de dosis de 1x10'3 PV o MTD.

Para el andlisis de la eficacia, los pacientes evaluables se definen como los pacientes que han recibido al menos
una dosis repetida de 1x10'3 PV o de MTD, o los pacientes que han progresado antes de 2 meses después de una
dosis inicial de 1x10'3 PV (de la cohorte 3 0 4).

Se considera que un sujeto responde si esta vivo y sin progresion a los 6 meses o presenta al menos una respuesta
tumoral parcial segun los criterios de Rano dentro de 6 meses después de la dosificacion. Si se observan menos de
2 respuestas en los sujetos de la etapa 1, se detendra la etapa 2, y por lo demas se alistaran 19 sujetos mas en la
etapa 2.

La cohorte 4 reclutara hasta 49 sujetos.

Se prevé que al menos 29 pacientes alistados en las cohortes 3 0 4 seran evaluables después de alistarse en las
cohortes 3-4 EXT. Basandose en informacion histérica, se prevé que esta muestra permitira una evaluacion
preliminar de la seguridad y la eficacia de este régimen para el tratamiento de GBM recurrente.

Se aplicaran las siguientes reglas de detencion del estudio:
- Si 3 de 6 sujetos en las cohortes 1y 2 sufren DLT relacionada con el farmaco (0 5 de 9, 0 6 de 12);
- Si 2 de los sujetos en la cohorte 1 sufren una DLT;

- Si se produce cualquier muerte dentro de dos semanas después de administrar el producto, excepto si la muerte es
debida a la progresion de la enfermedad o claramente no esta relacionada con el farmaco de estudio. El alistamiento
se suspendera temporalmente para una reunion de IDMC de emergencia ad hoc para analizar el caso y recomendar
si puede reiniciarse el alistamiento.

Criterios de valoracién de la seguridad y la tolerabilidad

Para evaluar la seguridad y la tolerabilidad de dosis individuales y multiples de VB-111 (1x10'2, 3x10'2, 1x10'3 PV),
se evaluaran los siguientes criterios de valoracién de la seguridad a lo largo del estudio:

- Los acontecimientos adversos se registraran segin se produzcan durante la duracién completa del estudio. Los
acontecimientos adversos se evaluaran para la importancia, la relacion con el farmaco de estudio y la gravedad
(segun CTCAE 4.0).

- Los signos vitales se registraran en la seleccién, antes de cada dosificacion, 30 y 60 minutos, 4 y 6 horas después
de la primera dosificacién y en todas las visitas de seguimiento.

- Se realizaran examenes fisicos en las cohortes 1-2 en la seleccién, la linea de base, los dias 14, 28, 56, 84, 112,
140 y el dia 168. En las cohortes 3-4, se realizard un examen fisico en la seleccién/linea de base, antes de cada
dosificacién, y en la finalizacion del estudio/terminacion temprana.

- Se obtendra un ECG de 12 derivaciones en las cohortes 1-2 en la seleccién, antes de la dosificacién, dia 28 y dia
168 (0 ET). En las cohortes 3-4, se obtendra un ECG en la seleccién/linea de base, la visita del dia 56, y en la visita
de la finalizacion del estudio/terminacion temprana.

- Se realizara una evaluacion de laboratorio de seguridad (hematologia sanguinea, quimica y analisis de orina) en la
seleccion, antes de la dosificacion, y en todas las visitas de los pacientes.

Criterio de valoracion de la eficacia primario: Para evaluar la eficacia de dosis individuales y multiples de VB-111
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(1x10'2, 3x10"2, 1x10'3 PV) en sujetos con GBM recurrente, se evaluara la supervivencia sin progresion en 6 meses
("progression free survival", PFS), definida como la proporciéon de sujetos que no han progresado a los 6 meses
desde el alistamiento. En otro aspecto, la supervivencia global se evaluara como el criterio de valoracién de la
eficacia primario, y la PFS en 6 meses se evaluara como criterio de valoracion de la eficacia secundario. La
supervivencia global se define como el tiempo desde el alistamiento hasta la muerte por cualquier causa. Los
pacientes recibiran un seguimiento para el estado de supervivencia después de finalizar el estudio o de retirarse de
él por una progresion o por toxicidad, y se incluiran en los andlisis de PFS y OS ("overall survival", supervivencia
global).

Criterios de valoracion de la eficacia secundarios: Para evaluar la eficacia de dosis individuales y multiples de VB-
111 (1x10'2, 3x10'2, 1x10'3 PV), o de mdltiples dosis de VB-111 junto con bevacizumab en sujetos con GBM
recurrente, se evaluaran los siguientes criterios de valoracién de la eficacia secundarios:

- En un aspecto, los criterios de valoraciéon de la eficacia secundarios seran evaluados mediante la supervivencia
global (OS): La supervivencia global se define como el tiempo desde el alistamiento hasta la muerte por cualquier
causa. Los pacientes recibiran un seguimiento para el estado de supervivencia después de finalizar el estudio o de
retirarse de él por una progresion o por toxicidad, y se incluiran en los analisis de PFSy OS.

- En otro aspecto, los criterios de valoracién de la eficacia secundarios seran evaluados mediante la supervivencia
sin progresion (PFS): La supervivencia sin progresién se define como el tiempo desde el alistamiento hasta una
progresion objetiva del tumor, evaluada segun el grupo de trabajo Response Assessment in Neuro-Oncology
(RANO) (véanse los detalles en la seccién 8.3.1).

- La supervivencia sin progresién en 6 meses (PFS-6) se define como la proporcién de sujetos que no presentan
progresion a los 6 meses desde el alistamiento.

- Supervivencia sin acontecimientos ("event free survival', EFS): La supervivencia sin acontecimientos se define
como la medicién desde la fecha del alistamiento hasta la terminacion del tratamiento debido a toxicidad, progresién
de la enfermedad, recaida o muerte por cualquier causa.

- Respuesta tumoral: basandose en MRI, evaluada segun el grupo de trabajo de Response Assessment in Neuro-
Oncology (RANO) (véanse los detalles en la seccion 8.3.1).

Consideraciones de potencia y tamafo de muestra

En una realizacion, el criterio de valoracion de la eficacia primario es la supervivencia global. Usando los datos
presentados en Friedman et al., “Bevacizumab alone and in combination with irinotecan in recurrent glioblastoma,” J.
Clin. Oncol., 27(28):4733-4740 (2009), la OS en el grupo de bevacizumab a los 12 meses es del 25%. Basandose en
los datos preliminares, se prevé que la tasa de supervivencia global en 12 meses en el grupo de VB-111 sera de
aproximadamente 50% (cociente de riesgo = 0,5). Suponiendo un modelo de riesgos proporcionales, con un tamafno
de muestra de 45 pacientes en el grupo de VB-111 que genere aproximadamente 23 acontecimientos, un ensayo de
rangos logaritmicos bilateral de nivel 0,05 tendra una potencia de 80% para detectar una diferencia en las curvas de
supervivencia. El andlisis final compara las curvas de supervivencia de Kaplan Meier de BEV (basandose en los
datos de Friedman et al.) con los datos de supervivencia de VB-111 usando el ensayo de rangos logaritmicos
(Piantadosi, 2005).

Como alternativa, este estudio evaluara los criterios de valoracién de la eficacia usando un disefio de Simon de dos
etapas. En este estudio, la respuesta se define por una PFS en 6 meses o al menos una respuesta tumoral parcial.
Con un minimo de 10 pacientes y un maximo de 29 pacientes, la hipétesis nula seria que la proporcion verdadera de
PFS-6 es, como maximo, del 10%, frente a la hip6tesis alternativa de que la PFS en 6 meses es al menos 30%:

HO: PFS-6<=10%
H1: PFS-6 >=30%

Esto tiene un nivel de significancia del 5% cuando la proporcién verdadera es 10%, y 80% de potencia cuando la
proporcioén verdadera es al menos 30%.

A menos que aparezca toxicidad o que el estudio se detenga en el andlisis interino, este estudio prevé acumular
entre 3-6 sujetos en la cohorte 1, 3-6 sujetos en la cohorte 2, hasta 29 sujetos en la cohorte 3, y hasta 49 sujetos en
la cohorte 4.

Se prevé que al menos 29 pacientes alistados en las cohortes 3 0 4 seran evaluables después de alistarse en las
cohortes 3-4 EXT. Basandose en informacion histérica, se prevé que esta muestra permitira una evaluacion
preliminar de la seguridad y la eficacia de este régimen para el tratamiento de GBM recurrente.

Métodos estadisticos

Todos los datos recogidos se resumiran y se presentaran. Las variables continuas se describiran como el promedio,
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la mediana, la desviacion estandar y el rango de n observaciones. Los datos categéricos se describiran con tablas
de contingencia que incluyen frecuencia y porcentaje. Se generaran y presentaran listados de los sujetos
individuales.

Los intervalos de confianza se calcularan al nivel de confianza del 95% (bilateral) (excepto para los criterios de
valoracion de la seguridad y la eficacia primarios, que seran del 99% y 95% (unilateral), respectivamente).

Todos los pacientes que cumplan los criterios de elegibilidad que hayan firmado un formulario de consentimiento y
hayan recibido VB-111 se consideraran evaluables para el analisis de la seguridad.

Los andlisis y las descripciones estadisticas se realizaran usando el programa de analisis estadistico SAS (SAS
Institute, Inc., Cary, N.C., EE. UU.).

Parametros demograficos

Los parametros demograficos que incluyen sexo, edad, altura y peso seran resumidos de forma global y por grupo
de tratamiento.

Analisis de la seguridad y la toxicidad
Se utilizara el control de los acontecimientos adversos y los descubrimientos clinicos para evaluar la seguridad.

Los AE seran categorizados mediante SOC y Términos preferidos, usando el diccionario MedDRA. Se presentara la
incidencia de AE, asi como la gravedad y la relacion con el farmaco del estudio. Segun NCI CTCAE version 4.0, el
término toxicidad se define como acontecimientos adversos que se clasifican como posibles, probables o
definitivamente relacionados con el tratamiento del estudio. Se registrara el grado maximo para cada tipo de
toxicidad para cada paciente, y se usard para el informe. Se repasaran las tablas de frecuencia para determinar
patrones de toxicidad. Ademas, todos los datos de acontecimientos adversos de grado 3, 4 o 5 y clasificados como
“no relacionados o0 con poca probabilidad de estar relacionados” con el tratamiento del estudio en el caso de que se
esté desarrollando una relacién real, seran repasados.

Los acontecimientos adversos graves se resumiran de modo similar.

Los acontecimientos adversos infusionales también serdn resumidos en la evaluacién de la causalidad del
investigador y del patrocinador.

También se presentara el nimero y la proporcién de pacientes con uno o mas AE.

Los descubrimientos clinicos incluiran la evaluacion de los examenes fisicos, los signos vitales y los resultados de
los ensayos de laboratorio, otras medicaciones concomitantes y los abandonos/terminaciones. Estos
descubrimientos se resumiran por grupo de dosis. Las variables continuas se describiran como el promedio, la
mediana, la desviacion estandar y el rango de n observaciones. Los datos categoricos se describiran con tablas de
contingencia que incluyen frecuencia y porcentaje.

Analisis de la eficacia

La supervivencia global (OS) se define como el tiempo desde la primera fecha del tratamiento del estudio hasta la
fecha de la muerte del sujeto por cualquier causa. Para los sujetos que no han muerto, los datos de supervivencia se
censuraran en la ultima fecha conocida en la que el sujeto seguia vivo. Se usara el método de Kaplan-Meier para
calcular la distribucién y la mediana de OS para sujetos tratados al nivel de MTD.

La supervivencia sin progresion (PFS) se define como el tiempo desde la primera fecha del tratamiento del estudio
hasta una progresion de la enfermedad documentada, o hasta la muerte por cualquier causa, lo que suceda primero.
La respuesta tumoral y la progresién de la enfermedad seran evaluadas por el investigador segun los criterios de
RANO. Se presentara la proporciéon de sujetos con PFS en 6 meses para cada grupo de tratamiento. Para los
pacientes que no progresan o que mueren, la PFS serd censurada en el momento de inicio de una terapia
anticancer alternativa, la fecha de la Gltima evaluaciéon del tumor, o el momento del Ultimo contacto. Se usara el
método de Kaplan-Meier para calcular la distribucion y la mediana de PFS para sujetos tratados a los niveles de
3x10"y 1x10" PV, o multiples dosis de VB-111 junto con bevacizumab.

La supervivencia sin acontecimientos se define como la medicion desde la fecha del alistamiento hasta la
terminacion del tratamiento debido a toxicidad, progresion de la enfermedad, recaida o muerte por cualquier causa.
Se usara el método de Kaplan-Meier para calcular la distribucion y la mediana de la supervivencia sin
acontecimientos para sujetos tratados al nivel de MTD.

La respuesta tumoral se define segun los criterios de respuesta de RANO. Véase la seccién 8.3 para las definiciones
de respuesta completa, respuesta parcial, enfermedad estable y progresion. La respuesta tumoral se evaluara
durante la seleccion, antes de la dosificacion, dias 14, 28, 56, 84, 112, 140 (solo cohortes 1-2) y 168 y cada 2 meses
en adelante, usando formaciéon de imagenes de resonancia magnética cerebral con y sin contraste (MRI). La
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frecuencia y el porcentaje de respuesta tumoral se presentaran para el momento y el grupo de tratamiento. Para las
cohortes 3-4 y la extension, la respuesta tumoral se evaluara durante la seleccion, antes de la dosificacién, dias 28,
56, 84, 112, y cada 2 meses en adelante. Después de esta modificacién del protocolo (versién 7.0), se realizaran
barridos cada 2 meses desde la dosis inicial.

Biodistribucion
Se presentard la biodistribucion de VB-111 en sangre.
Numero de pacientes planeados para ser alistados

Basandose en el disefio del estudio, se calcula que es necesario un maximo de 90 personas elegibles (3-6 en cada
una de las cohortes 1 y 2, hasta 29 en la cohorte 3, y hasta 49 en la cohorte 4) con cancer de GBM recurrente, y 29
pacientes evaluables para la evaluacion de la eficacia.

Criterios para terminar el ensayo

El patrocinador se reserva el derecho a terminar el estudio de una forma temprana por razones administrativas (por
ejemplo, el centro no cumple con GCP) o de seguridad, como se describe en 4.2.

Procedimiento para tomar en cuenta datos que faltan, no usados y espurios

Los datos que faltan se indicaran en los litados, pero se excluiran de todos los analisis descriptivos. Todos los datos
seran listados, incluyendo los datos por lo demas no usados. Los datos espurios se identificaran como tales, cuando
sea posible.

Seleccion de los pacientes para ser incluidos en los andlisis

El conjunto de andlisis completo consistira en todos los pacientes alistados que recibieron la medicacion del estudio.
El subconjunto de biodistribucién consistira en todos los pacientes para los cuales se obtiene un perfil de VB-111.

Andlisis interinos:

Se realizara un analisis interino después del alistamiento de 10 pacientes evaluables (tal como se describid
anteriormente) que han alcanzado el momento del dia 168 (6 meses) o que han abandonado antes de este. Los
resultados del analisis interino determinaran si el resto de los pacientes se alistaran en la cohorte 4 para completar el
estudio.

Ejemplo 3
Métodos:

Se administr6 VB-111 como una Unica infusién intravenosa a dosis crecientes desde 1x10'2 (cohorte 1) a 3x10'?
(cohorte 2) particulas de virus (PV), seguido de dosis repetidas de 3x10'20 1x10'3 cada 2 meses (cohortes 3-4). Las
evaluaciones incluyeron seguridad, farmacocinética, respuesta tumoral segun los criterios de RANO y supervivencia
global.

Resultados:

Veintiocho pacientes de 26-74 afos en 3 centros médicos en EE. UU. recibieron hasta 8 dosis repetidas de VB-111.
La mediana de la supervivencia global fue de 360 [rango: 70-574] y 266 dias [rango: 28-664] para los pacientes que
recibieron al menos una dosis de 1x10'® PV (dosis alta) frente a sujetos que recibieron dosis mas bajas,
respectivamente (p NS). La supervivencia sin progresion fue de 87 frente a 55 dias para los pacientes que recibieron
la dosis alta y las dosis mas bajas, respectivamente (p = 0,01). La mediana del seguimiento fue de 232 dias. Tres
pacientes presentaron una respuesta parcial (RP) a los 82, 86 y 408 dias después de la dosificacion inicial de VB-
111. Veintitn de los pacientes que progresaron después del tratamiento de VB-111 recibieron bevacizumab fuera del
estudio; 7 de los 15 pacientes evaluables (47%) presentaron una RP, comparado con una tasa de RP prevista del
30% segun la bibliografia. EI VB-111 fue seguro y bien tolerado, se indicaron 53 acontecimientos adversos, y 14
fueron clasificados como posiblemente relacionados con VB-111. Todos los acontecimientos fueron CTCAE de
grado 1-2, excepto una embolia pulmonar (EP) de grado 3. No se produjeron muertes relacionadas con el estudio.
Un paciente desarrolld un edema peritumoral después de la dosificacién, que se resolvié con una terapia con
corticosteroides. Los acontecimientos que aparecieron en mas del 10% de los pacientes incluyeron dolor de cabeza
y fatiga.

A medida que continuaba el estudio, otros sujetos con enfermedad progresiva fueron tratados con bevacizumab, y
los datos del estudio se volvieron a calcular en consecuencia. Veintitrés de los sujetos que presentaron enfermedad
progresiva (EP) con el tratamiento de VB-111 recibieron bevacizumab fuera del estudio; 6 de los 15 sujetos
evaluables (40%) presentaron una respuesta parcial (RP), comparado con 30% previsto segun la bibliografia. Los
datos se proporcionan en la siguiente tabla.
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Tabla 7 - Respuesta al bevacizumab después de VB-111

ID del sujeto Exposicion al bevacizumab Mejor respuesta*
60-001 Si EP
60-002 Si EP
60-003 Si EE
60-004 Si EE
60-005 Si RP
61-001 Si Desconocida
61-002 Si Desconocida
61-003 Si EE
61-004 Si Desconocida
61-005 Si Desconocida
62-002 No N/A
62-003 Si RP
62-004 Si RP
62-005 Si Desconocida
62-006 Si EE
62-007 Si EP
62-008 Desconocida Desconocida
62-009 Si Desconocida
62-010 El sujeto se mantiene estable con VB-111
62-011 Si EP
62-012 Si Desconocida
62-013 Si RP
62-014 Desconocida Desconocida
62-015 Si EE
62-016 Si RP
62-017 Si RP
62-018 Si Desconocida
62-019 El sujeto se mantiene estable con VB-111

*EP, enfermedad progresiva; RP, respuesta parcial; EE, enfermedad estable

Posteriormente se afiadieron mas pacientes al estudio, y los datos se volvieron a calcular en consecuencia.
Cuarenta y seis pacientes de 27-76 afos en 4 centros médicos en EE. UU. e Israel recibieron hasta 13 dosis
repetidas de VB-111. De estos, 30 pacientes recibieron la dosis alta (1x10'3 PV). Se produjeron 22 acontecimientos
adversos relacionados, 19 CTCAE de grado 1-2; el grado 3 incluyé embolia pulmonar, edema peritumoral y DVT. La
mediana de la supervivencia global fue de 360 [rango: 70-574] y 266 dias [rango: 28-664] para los pacientes que
recibieron al menos una dosis alta frente a los sujetos que recibieron dosis mas bajas, respectivamente (p NS). La
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supervivencia sin progresion fue de 63 frente a 55 dias para los pacientes que recibieron la dosis alta frente a las
dosis mas bajas, respectivamente (p = 0,01). La mediana del seguimiento fue de 232 dias. Seis pacientes
presentaron una respuesta parcial y/o estabilidad de la enfermedad prolongada (=180 dias). Las tasas de
crecimiento tumoral mostraron una respuesta a la dosis estadisticamente significativa. Once pacientes recibieron
una terapia de combinacién de hasta 4 dosis de VB-111 junto con bevacizumab después de la progresién con una
monoterapia de VB-111. La mediana del tiempo hasta la segunda progresién fue de 93 dias. Estos datos se
muestran en la figura 2. La figura 3 proporciona un ejemplo de un paciente que fue tratado con una combinacién de
VB-111 y bevacizumab tras la progresion de la enfermedad. El VB-111 fue seguro y bien tolerado, como
monoterapia y como terapia combinada.

Conclusiones:

El VB-111 fue seguro y bien tolerado en pacientes con GBM recurrente con dosis repetidas de hasta 1x10'3 PV. Se
observaron respuestas tumorales. La supervivencia global fue aproximadamente 3 meses mas larga, comparada
con los datos historicos en GBM recurrente que incluyen agentes antiangiogénicos convencionales. Los datos
sugieren que VB-111 potencia la respuesta al bevacizumab administrado cuando se produce una progresion.

Ejemplo 4: Administracion de multiples dosis de Ad5-PPE-1-3X-Fas-c combinado con bevacizumab

OBJETIVO: Para evaluar la seguridad, la tolerabilidad y la eficacia de mdltiples dosis de VB-111, 1x10'3 particulas
de virus (PV) en pacientes con GBM recurrente cada 8 semanas como monoterapia, combinado con bevacizumab
10 mg/kg cada 2 semanas tras la progresion, comparado con una monoterapia de bevacizumab en pacientes con
GBM recurrente.

Los pacientes en el brazo de la intervencién recibiran en primer lugar VB-111, seguido de una combinacién de VB-
111 con bevacizumab tras la progresion.

En una realizacion, también puede observarse una mayor eficacia de VB-111 en combinaciéon con bevacizumab
incluso después de la progresion con una monoterapia de VB-111, puesto que la sinergia puede potenciar la
actividad de VB-111 y superar la resistencia al farmaco. Ademas, en algunos casos, se observd una respuesta
retrasada al VB-111 en pacientes varios meses después de recibir VB-111. Por tanto, algunos pacientes pueden
experimentar una progresion de la enfermedad rapida tras el alistamiento al estudio sin la oportunidad de responder
al VB-111. El régimen propuesto puede aprovechar estas respuestas retrasadas.

Criterios de inclusion

Primera o segunda progresion o primera recurrencia del glioblastoma (segun los criterios de RANO actualizados,
véase la tabla 8) después de un tratamiento convencional con temozolomida y radiacion;

Un diagnéstico histolégicamente confirmado de GBM. Pueden alistarse pacientes con enfermedad quirGrgicamente
extirpable en recurrencia, aunque no aparezca enfermedad residual después de la extirpacion quirdrgica. Un
intervalo de al menos 4 semanas entre una extirpacion quirtrgica previa y el alistamiento en el estudio;

Tabla 8 - Criterios para la evaluacion de la respuesta que incorporan MRl y factores clinicos (procedentes de los
criterios de RANO actualizados, segun se publicaron en Wen et al., “Updated response assessment criteria for high-
grade gliomas: response assessment in neuro-oncology working group., J. Clin. Oncol., 28:1963-1972 (2010)).

Respuesta Criterios

Requiere todo lo siguiente: desaparicion completa de la enfermedad potenciadora
mensurable y no mensurable sostenida durante al menos 4 semanas; ausencia de
nuevas lesiones; lesiones no potenciadoras estables o mejoradas (T2/FLAIR); los
Respuesta completa pacientes no deben estar tomando corticosteroides (o0 solo toman dosis de reemplazo
fisioldgico); y clinicamente mejorado o estable. Nota: Los pacientes con enfermedad no
mensurable solo no pueden presentar una respuesta completa; la mejor respuesta
posible es la enfermedad estable.

Requiere todo lo siguiente: 250% de disminucién comparado con la linea de base en la
suma de los productos de los diametros perpendiculares de todas las lesiones
potenciadoras mensurables sostenida durante al menos 4 semanas; ausencia de
progresion de una enfermedad no mensurable; ausencia de nuevas lesiones; lesiones no
potenciadoras estables o mejoradas (T2/FLAIR) en la misma dosis o una dosis menor de
corticosteroides, comparado con un barrido de linea de base; la dosis de corticosteroides
en el momento de la evaluacién con barrido no debe ser mayor que la dosis en el
momento del barrido de linea de base; y clinicamente mejorado o estable. Nota: Los
pacientes con enfermedad no mensurable solo no pueden presentar una respuesta
parcial; la mejor respuesta posible es la enfermedad estable.

Respuesta parcial
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Enfermedad estable

Requiere todo lo siguiente: no competente para respuesta completa, respuesta parcial o
progresion de la enfermedad; lesiones no potenciadoras estables (T2/FLAIR) en la misma
dosis 0 una dosis menor de corticosteroides, comparado con un barrido de linea de base.
En el caso de que la dosis de corticosteroides aumentase por nuevos sintomas y signos
sin confirmacion de progresion de la enfermedad tras tomar imagenes neuronales, y que
la posterior formacion de imagenes de seguimiento demostrase que este aumento en los
corticosteroides fue necesario debido a la progresion de la enfermedad, el ultimo barrido
que se considera que muestra enfermedad estable sera el barrido obtenido cuando la
dosis de corticosteroides era equivalente a la dosis de linea de base.

Progresion

Definida por cualquiera de lo siguiente: 225% de aumento en la suma de los productos de
los diametros perpendiculares de las lesiones potenciadoras, comparado con la medicién
tumoral méas pequefia obtenida en la linea de base (si no hay disminucion) o la mejor
respuesta, en dosis estables o crecientes de corticosteroides®; aumento significativo en
una lesion no potenciadora T2/FLAIR en dosis estables o crecientes de corticosteroides,
comparado con el barrido de linea de base o mejor respuesta después del inicio de la
terapia® no debido a acontecimientos comorbidos (por ejemplo, terapia de radiacion,
desmielinizacion, lesion isquémica, infeccion, ataques, cambios posoperatorios, u otros
efectos del tratamiento); cualquier lesion nueva; claro deterioro clinico no atribuible a
otras causas aparte del tumor (por ejemplo, ataques, efectos adversos de medicaciones,
complicaciones de la terapia, acontecimientos cerebrovasculares, infeccion, etc.) o
cambios en la dosis de corticosteroides; no poder regresar para la evaluacion debido a
muerte o condiciones deteriorantes; o progresién clara de una enfermedad no
mensurable.

Todas las lesiones mensurables y no mensurables deben evaluarse usando la misma técnica que en la linea de
base. Abreviaturas: MRI, formacion de imégenes de resonancia magnética; FLAIR, recuperacion de inversién
atenuada por fluidos ("fluid-attenuated inversion recovery"). * Las dosis estables de corticosteroides incluyen a los
pacientes que no toman corticosteroides.

Criterios de exclusion

Mujeres pacientes embarazadas o que estan dando el pecho;

Evidencia de hemorragia del SNC de CTCAE de grado 2 o mayor en MRI de linea de base;

Pacientes que han padecido un acontecimiento cardiaco agudo dentro de los ultimos 12 meses;

Pacientes con enfermedad vascular activa, miocéardica o periférica (concretamente, sindrome coronario agudo,
ictus cerebral, ataque isquémico transitorio o trombosis arterial, o enfermedad vascular periférica sintomatica
dentro de los Ultimos 3 meses);

Pacientes con retinopatia proliferativa y/o vascular conocida;

Pacientes con enfermedad hepatica conocida (alcohdlica, inducida por farmacos/toxinas, genética, o

autoinmunolégica);

Pacientes que se han sometido a cirugia mayor dentro de las Ultimas 4 semanas antes del alistamiento;

Procedimiento de cirugia menor, por ejemplo, biopsia estereotactica, dentro de 7 dias del primer tratamiento del
estudio; colocacion de un dispositivo de acceso vascular, dentro de 2 dias del primer tratamiento del estudio;

Historia de abscesos intracraneales dentro de 6 meses antes del primer tratamiento del estudio;

Historia de sangrado gastrointestinal activo dentro de 6 meses antes del primer tratamiento del estudio;

Herida no curada grave, Ulcera activa o fractura de hueso no tratada.

Plan de tratamiento

Este estudio es un estudio de fase 3 multicéntrico, abierto, de 2 brazos, controlado, aleatorizado y prospectivo que
mide la eficacia, la seguridad, la tolerabilidad de mudltiples dosis de VB-111 administrado por via intravenosa,
seguido de VB-111 y bevacizumab, comparado con una monoterapia de bevacizumab, en pacientes con GBM

recurrente.

Los pacientes se seleccionaran para la elegibilidad y después, hasta 28 dias después, en la visita de la linea de
base, se aleatorizaran en uno de dos grupos de tratamiento a una proporcién de 1:1 (brazo de investigacién frente a
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brazo control). Los pacientes se aleatorizaran y estratificaran segin su edad en el momento de la aleatorizacién (<60
anos, <60 arios), KPS (<80, =80) y progresién (12 progresion, 22 progresion). El brazo de intervencién recibira una
monoterapia con VB-111 administrado como muliltiples infusiones intravenosas de 1x10' PV cada 8 semanas, que,
cuando aparezca una progresion, se combinardn con bevacizumab 10 mg/kg cada 2 semanas. Este régimen
continuara hasta que aparezca otra progresion. El brazo control recibira una monoterapia con bevacizumab 10
mg/kg cada 2 semanas hasta que aparezca una progresion.

Los pacientes se mantendran en el estudio hasta que lo abandonen debido a la progresién de la enfermedad o su
retirada. Después continuara el seguimiento para la supervivencia hasta que el paciente expire.

En la figura 1 se muestra una descripcién general del estudio.

Visitas del estudio

Seleccion, Dia -28-0 (todos los pacientes)

Los pacientes prospectivos se seleccionaran dentro de 4 semanas del alistamiento. Los pacientes seran informados
de las ventajas, los riesgos y las limitaciones del estudio, y se les pedira que firmen un formulario de consentimiento
informado. A los pacientes que hayan proporcionado su consentimiento se les asignara un namero de identificacion,
que consiste en el nimero del centro (por ejemplo, 01) mas el nimero del sujeto/paciente en orden secuencial (por
ejemplo, 001, 002, 003, etc.). El nimero de identificacién completo para el primer paciente en el centro 01 sera 01-
001, 01-002, etc.

Los pacientes avanzaran a las evaluaciones de seleccion tal como se muestra en el ejemplo 2.
Visita de la linea de base, dia 1 (todos los pacientes)

Se le administrara el tratamiento del estudio (VB-111 o bevacizumab) como paciente externo. Tras haber
determinado que el sujeto/paciente es elegible, se le indicard que se presente en el centro clinico dentro de 4
semanas desde la seleccion en ayunas hasta 30 minutos después de la administracion del farmaco de estudio.

Antes de la dosificacion (D1):

En el dia de la admision al sitio, cada sujeto/paciente volvera a ser verificado para la elegibilidad segun los criterios
de inclusién/exclusion y después se ensayara dentro de 24 horas antes de la dosificacién para las siguientes
evaluaciones:

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en su estado fisico y
mental desde que firmaron el formulario de consentimiento.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en sus terapias desde
que firmaron el formulario de consentimiento.

MEDICION DEL TUMOR: Se tomaran iméagenes de MRI cerebral de contraste y no contraste para evaluar la
magnitud del cancer. Si transcurren menos de 2 semanas entre las visitas de seleccién y de linea de base, solo sera
necesario 1 MRI.

Analisis de laboratorio:
Muestras de sangre:
- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado;

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrogeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albimina;

- Anticuerpos contra la muestra del virus Ad-5.
Se recogera orina para las siguientes evaluaciones:
- Andlisis de orina habitual
- Tiras reactivas para la proteinuria
- No se modificara la dosis para acontecimientos de grado %

- Grado 3 (UPC>3,5, recoleccion de orina >3,5 g/24 hr, o tiras reactivas 4+): Detener el tratamiento de
bevacizumab hasta <grado 2, segln se determina mediante la proporcién UPC <3,5 o 24 hr recoleccién <3,5 g

- Grado 4 (sindrome nefrético): Detener el bevacizumab
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EVALUACIONES DE LA CALIDAD DE VIDA RELACIONADAS CON LA SALUD: Se rellenaran un cuestionario de
calidad de vida central de EORTC (QLQ-C30) y un médulo de cancer cerebral (BCM20) antes de recibir tratamiento.

ALEATORIZACION: Los pacientes que se ajustan todos los criterios de entrada seran aleatorizados en uno de dos
grupos de tratamiento en una proporcién 1:1, respectivamente, usando un procedimiento de aleatorizacion
centralizado: (1) monoterapia de VB-111 1x10'® PV cada 8 semanas seguida, tras la progresién, por VB-111 cada 8
semanas y bevacizumab 10 mg/kg cada 2 semanas, o (2) monoterapia de bevacizumab: 10 mg/kg cada 2 semanas.
La aleatorizacion se estratificara segun su edad en el momento de la aleatorizacion (<60 afos, <60 afos), KPS (<80,
=80) y progresion (12 progresion, 22 progresion).

SIGNOS VITALES: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistolica y diastélica supina, frecuencia
cardiaca periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) 15 minutos antes de la dosificacion.

TRATAMIENTO PROFILACTICOS: PACIENTES ALEATORIZADOS EN VB-111: Para los pacientes aleatorizados
en el brazo de tratamiento de VB-111, se administraran los siguientes tratamientos profilacticos:

TRATAMIENTO ANTIPIRETICO: Para evitar la fiebre después de la administracién del farmaco del estudio, antes
del tratamiento solo con VB-111, todos los pacientes recibiran 1000 mg de acetaminofeno comenzando 1-2 horas
antes de la dosificacion, seguido de 500 mg PRN 24 horas.

TRATAMIENTO CON CORTICOSTEROIDES: Para reducir la respuesta potencial de edema durante la
administracién del farmaco se administrara un tratamiento de dexametasona antes del tratamiento solo con VB-111:

Dosis inicial con VB-111: Se administraran 10 mg 30 minutos antes de la dosificaciéon, seguido de 4 mgx2/dia
durante 14 dias después de la dosificacion.

Dosis posteriores con VB-111: Se administraran 10 mg 30 minutos antes de la dosificacion, seguido de 4 mgx2/dia
durante 3 dias después de la dosificacién. Se administraran mas tratamientos con corticosteroides segun lo decida
el investigador.

Si cuando los pacientes comienzan el estudio ya estan recibiendo esteroides, el investigador debe intentar por
cualquier medio no cambiar la dosis de esteroides dentro de 5 dias de la evaluacion de la enfermedad, a menos que
esté clinicamente garantizado. La decision de continuar con los esteroides o de empezar a disminuirlos
gradualmente después de este periodo de tiempo sera tomada por el investigador.

Administracion del farmaco de estudio:

VB-111: Antes de la infusién, la disolucion salina para inyeccion debe llevarse a temperatura ambiente. El tiempo
maximo del farmaco en disolucion salina es de 90 minutos a temperatura ambiente (60 minutos mas una ventana de
30 minutos). Los viales deben abrirse en una cabina de seguridad bioldégica y combinarse con disolucion salina
(véase la preparacion de la infusion de VB-111, a continuacién). El VB-111 se infusionara al paciente a la
dosificacién pertinente segun el peso del paciente, segun el manual de ejecucion. De modo especifico, para
pacientes con un peso menor que 50 kg, la dosis se reducird en 30%. Debe administrarse una unica infusion de VB-
111 a 3 ml/minuto. Los pacientes que reciben VB-111 deben permanecer en el centro clinico durante 8 horas en
observacion.

BEVACIZUMAB: Se administrara del modo convencional ("standard of care", SOC).

SIGNOS VITALES: PACIENTES ALEATORIZADOS EN VB-111: Se registraran los signos vitales (presion sanguinea
sistélica y diastdlica, frecuencia cardiaca periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) a los 30 y 60
minutos después de la dosificacion, y a las 4 y 6 horas después de la dosificacion y/o tras la desaparicion de
cualquier acontecimiento adverso, cualquiera que suceda primero.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: Los pacientes se controlaran para acontecimientos adversos mediante su
observacion después del tratamiento en el centro clinico.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: Debe registrarse cualquier medicacion concomitante administrada durante la
observacion del paciente después del tratamiento.

Visitas de seguimiento de la monoterapia de VB-111

Contacto telefénico de seguridad cada mes alterno entre las visitas de dosificacion (dias 28, 84, 140, etc.)

Debe realizarse una llamada telefénica cada mes alterno entre las visitas de dosificacion (dias 28, 84, 140, etc.) al
sujeto/paciente para preguntarle acerca de AE y cambios en la medicacion.

Posterior administracién de VB-111 (cada 8 semanas después de la dosis inicial: dia 56, dia 112, dia 168, etc.)

En el dia de admision al sitio, cada sujeto/paciente volvera a ser verificado para la elegibilidad segun los criterios de
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inclusién/exclusion (segun sea pertinente) y después se ensayara dentro de 24 horas antes de la dosificacion. Los
pacientes sin evidencia de enfermedad progresiva seran considerados para una dosificacion posterior. Esta visita y
la dosificacion de VB-111 se repetiran cada 8 semanas hasta la progresién de la enfermedad.

Se realizaran las siguientes evaluaciones:

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en su estado fisico y
mental desde la Ultima visita.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en sus terapias desde la
ultima visita.

EVALUACIONES DE LA CALIDAD DE VIDA RELACIONADAS CON LA SALUD: Se rellenaran un cuestionario de
calidad de vida central de EORTC (QLQ-C30) y un médulo de cancer cerebral (BCM20) antes de recibir tratamiento.

MEDICION DEL TUMOR: Los pacientes se evaluaran para la respuesta usando la formacién de imagenes de
resonancia magnética cerebral con y sin contraste (MRI), basandose la evaluacién en los criterios de RANO. La
formacion de imagenes MRI se realizara hasta 72 horas antes de la dosificacion para evaluar la magnitud del cancer
(si el paciente presenta una progresién de la enfermedad confirmada, debe considerarse su participacion en la
terapia de combinacion con VB-111 y bevacizumab. Se administrara VB-111 1x10'® PV cada 8 semanas, y se
administrara bevacizumab cada 2 semanas).

EXAMEN FiSICO: El examen fisico se centrara en los 6rganos con tumores y las mediciones del tumor segin los
criterios de RANO, asi como los siguientes: cabeza y cuello; ojos; pulmones; corazén; abdomen; articulaciones;
circulacion periférica; piel; o neuroldgicos.

ECG (solo dia 168 y terminacién temprana): Debe realizarse un electrocardiograma de 12 derivaciones convencional
con registros de ritmo.

ANALISIS DE LABORATORIO:
Se recogeran muestras de sangre para las siguientes evaluaciones:
- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado;

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrdgeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albumina;

- Ensayo en suero de embarazo
- Anticuerpos contra la muestra del virus Ad-5.
Se recogera orina para las siguientes evaluaciones:
- Andlisis de orina habitual
- Tiras reactivas para la proteinuria
- No se modificara la dosis para acontecimientos de grado %

- Grado 3 (UPC>3,5, recoleccion de orina >3,5 g/24 hr, o tiras reactivas 4+): Detener el tratamiento de
bevacizumab hasta <grado 2, segun se determina mediante la proporcion UPC <3,5 o0 24 hr recoleccién <3,5 g

- Grado 4 (sindrome nefrético): Detener el bevacizumab

SIGNOS VITALES: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistolica y diastélica supina, frecuencia
cardiaca periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) 15 minutos antes de la dosificacion.

TRATAMIENTO ANTIPIRETICO: Para evitar la fiebre después de la administracion del farmaco del estudio, antes
del tratamiento con VB-111, todos los pacientes recibiran 1000 mg de acetaminofeno comenzando 1-2 horas antes
de la dosificacién, seguido de 500 mg cada 4 horas durante 24 horas.

TRATAMIENTO CON CORTICOSTEROIDES: Para reducir la respuesta potencial de edema durante la
administracion del farmaco se administrara un tratamiento de VB-111 y dexametasona: se administraran 10 mg 30
minutos antes de la dosificacion, seguido de 4 mgx2/dia durante 3 dias después de la dosificacion. Se administraran
mas tratamientos con corticosteroides segun lo decida el investigador.

Si en el momento de la dosificacién, el paciente ya esta recibiendo esteroides, el investigador debe intentar por
cualquier medio no cambiar la dosis de esteroides dentro de 5 dias de la evaluacion de la enfermedad, a menos que
esté clinicamente garantizado. La decisién de continuar con los esteroides o de empezar a disminuirlos
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gradualmente después de este periodo de tiempo sera tomada por el investigador.

ADMINISTRACION DEL FARMACO DE ESTUDIO: La infusion se realizara segin el manual de ejecucién. Antes de
la infusion, la disolucién salina debe llevarse a temperatura ambiente. Los viales deben abrirse en una cabina de
seguridad bioldgica e inyectarse en disolucion salina normal para infusion seguin el manual de ejecucion (véase la
preparacion de la infusién de VB-111, a continuacion). La disolucién final para la administracién debe administrarse
no mas de 90 minutos después de la preparacion (60 minutos mas una ventana de 30 minutos). El VB-111 se
infusionara al paciente a la dosificacion pertinente segun el peso del paciente, segun se detalla en el manual de
ejecucion. Para pacientes con un peso menor que 50 kg, la dosis de 1x10'3 PV se reducird en 30%. Las infusiones
intravenosas del VB-111 diluido deben administrarse a 3 ml/minuto.

Se permitird una comida normal 0,5 horas después de la dosificacion.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: Los pacientes se controlaran para acontecimientos adversos mediante su
observacion después del tratamiento en el centro clinico.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: Debe registrarse cualquier medicacion concomitante administrada durante la
observacion del paciente después del tratamiento.

Fin de la monoterapia de VB-111 tras la progresién de la enfermedad

Los pacientes continuaran recibiendo VB-111 cada 8 semanas, con la condicion de que se mantengan estables.
Cuando los pacientes sufren una progresion de la enfermedad, volveran al centro clinico para una visita final del
estudio. Ademas, si los pacientes retiran el consentimiento o el investigador determina que el paciente no debe
continuar en el estudio, el paciente volvera para una visita de terminacién temprana. Los pacientes seran
contactados por teléfono cada 2-3 meses para el seguimiento de la supervivencia.

Administraciéon de VB-111+bevacizumab como tratamiento de combinacién

En el momento en que el paciente sufra una progresién de la enfermedad, el sujeto/paciente iniciara un tratamiento
con VB-111 y bevacizumab como terapia de combinacién. Se administrara VB-111 1x10'3 PV cada 8 semanas, y se
administrara bevacizumab cada 2 semanas.

Puesto que es necesario un minimo de 8 semanas meses entre las dosis VB-111, si un sujeto/paciente progresa
antes de 8 semanas, el sujeto empezara el tratamiento con bevacizumab (10 mg/kg) cada 2 semanas, y a las 8
semanas desde la Ultima dosis de VB-111, el sujeto/paciente recibira la primera dosis de combinacién con VB-111.

A los pacientes se les volvera a informar acerca de las ventajas, los riesgos y las limitaciones de la terapia de
combinacion. Se realizaran las siguientes evaluaciones en cada dia del tratamiento de combinacion:

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en su estado fisico y
mental desde la Ultima visita.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en sus terapias desde la
ultima visita.

CALIDAD DE VIDA RELACIONADA CON LA SALUD Y FUNCION NEUROCOGNITIVA: Se rellenaran un
cuestionario de calidad de vida central de EORTC (QLQ-C30) y un médulo de cancer cerebral (BCM20) antes de
recibir tratamiento.

MEDICION DEL TUMOR: Los pacientes se evaluaran para la respuesta usando la formacién de imagenes de
resonancia magnética cerebral con y sin contraste (MRI), basandose la evaluacién en los criterios de RANO. La
formacion de imagenes MRI se realizara hasta 72 horas antes de la dosificacion para evaluar la magnitud del
cancer.

EXAMEN FiSICO: El examen fisico se centrara en los 6rganos con tumores y las mediciones del tumor segin los
criterios de RANO, asi como los siguientes: cabeza y cuello; ojos; pulmones; corazén; abdomen; articulaciones;
circulacion periférica; piel; o neurolégicos.

SIGNOS VITALES: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistolica y diastélica supina, frecuencia
cardiaca periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) 15 minutos antes de la dosificacion.

ECG (debe realizarse cada 6 meses desde la dosis de combinacion inicial): Debe realizarse un electrocardiograma
de 12 derivaciones convencional con registros de ritmo.

Andlisis de laboratorio:
Se recogera una muestra de sangre para las siguientes evaluaciones:

- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado;
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- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrdgeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albumina;

- Ensayo en suero de embarazo;
- Anticuerpos contra la muestra del virus Ad-5.
Se recogera orina para las siguientes evaluaciones:
- Andlisis de orina habitual
- Tiras reactivas para la proteinuria
- No se modificara la dosis para acontecimientos de grado %

- Grado 3-(UPC>3,5, recoleccion de orina >3,5 g/24 hr, o tiras reactivas 4+): Detener el tratamiento de
bevacizumab hasta <Grado 2, segun se determina mediante la proporcion UPC <3,5 o0 24 hr recoleccién <3,5 g

- Grado 4 (sindrome nefrético): Detener el bevacizumab

TRATAMIENTO ANTIPIRETICO: Para evitar la fiebre después de la administracién del farmaco del estudio, antes
del tratamiento con VB-111, todos los pacientes recibiran 1000 mg de acetaminofeno comenzando 1-2 horas antes
de la dosificacién, seguido de 500 mg cada 4 horas durante 24 horas.

TRATAMIENTO CON CORTICOSTEROIDES: Para reducir la respuesta potencial de edema durante la
administracion del farmaco se administrara un tratamiento de VB-111 y dexametasona: se administraran 10 mg 30
minutos antes de la dosificacion, seguido de 4 mgx2/dia durante 3 dias después de la dosificacion. Se administraran
mas tratamientos con corticosteroides segun lo decida el investigador.

Si en el momento de la dosificacién, el paciente ya esta recibiendo esteroides, el investigador debe intentar por
cualquier medio no cambiar la dosis de esteroides dentro de 5 dias de la evaluacién de la enfermedad, a menos que
esté clinicamente garantizado. La decisién de continuar con los esteroides o de empezar a disminuirlos
gradualmente después de este periodo de tiempo sera tomada por el investigador.

ADMINISTRACION DE BEVACIZUMAB: El bevacizumab se administrara mediante infusién a una dosis de 10 mg/kg
antes que VB-111 en los dias de dosificacion. La tasa de infusién sera segun la inserciéon en el paquete para el
bevacizumab: El bevacizumab debe administrarse a lo largo de 60 minutos (+una ventana de 30 minutos) como una
infusion IV. Si la infusién de 60 minutos se tolera, todas las infusiones posteriores pueden administrarse a lo largo de
30 minutos.

ADMINISTRACION DE VB-111: La infusién se realizara segtin el manual de ejecucion. Antes de la infusién, la
disolucién salina debe llevarse a temperatura ambiente. Los viales deben abrirse en una cabina de seguridad
biolégica e inyectarse en disolucion salina normal para infusién segin el manual de ejecucién (véase la preparacion
de la infusiéon de VB-111, a continuacién). La disolucion final para la administracién debe administrarse no méas de 90
minutos después de la preparacion (60 minutos mas una ventana de 30 minutos). El VB-111 se infusionara al
paciente a la dosificacion pertinente segun el peso del paciente, segun se detalla en el manual de ejecucién. Para
pacientes con un peso menor que 50 kg, la dosis de 1x10'3 PV se reducird en 30%. Las infusiones intravenosas del
VB-111 diluido deben administrarse a 3 ml/minuto.

SIGNOS VITALES: Para la dosis de combinacién inicial se registraran los signos vitales (presion sanguinea sistélica
y diastolica, frecuencia cardiaca periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) a los 30 y 60 minutos
después de la dosificacion, y a las 4 y 6 horas después de la dosificacion y/o tras la desaparicion de cualquier
acontecimiento adverso, cualquiera que suceda primero. Para dosis posteriores, los signos vitales deben registrarse
15 minutos antes de la dosificacién y 30 minutos después de la dosificacion.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: Los pacientes se controlaran para acontecimientos adversos mediante su
observacion después del tratamiento en el centro clinico.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: Debe registrarse cualquier medicacion concomitante administrada durante la
observacion del paciente después del tratamiento.

Seguimiento: Tratamiento de combinacién con VB-111 y bevacizumab:

Tratamiento bisemanal con bevacizumab

El bevacizumab se administrarda segun las practicas convencionales cada 2 semanas. Se prefiere que el
sujeto/paciente visite el centro clinico del estudio para recibir su tratamiento y que pueda ser visto por el investigador
para evaluar la seguridad (a través de la recogida de informacion de acontecimientos adversos y de la medicacion
concomitante). Sin embargo, si el sujeto/paciente vive a mas de 1 hora de viaje del centro clinico, el sujeto/paciente
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puede recibir su tratamiento de su oncélogo local, y la informacién de la seguridad (recogida de informacién de
acontecimientos adversos y de la medicacion concomitante) debe transferirse al centro clinico del estudio para su
inclusién en los registros del estudio. Las visitas locales deben ser previamente aprobadas por el controlador médico
en cada paciente.

Dias después del tratamiento de combinacién inicial

Un mes después del tratamiento de combinacion inicial, se indicara a cada paciente que se presente en el centro
clinico en ayunas para las siguientes evaluaciones:

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en su estado fisico y
mental desde la ultima visita.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en sus terapias desde la
ultima visita.

SIGNOS VITALES: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistolica y diastélica supina, frecuencia
cardiaca periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria).

Andlisis de laboratorio:
Se recogera una muestra de sangre para las siguientes evaluaciones:
- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrdgeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albumina

- Anticuerpos contra la muestra del virus Ad-5.

Las muestras para los andlisis de laboratorio extraidas en respuesta a un acontecimiento clinicamente importante
seran documentadas como evaluaciones de laboratorio no programadas.

Se recogera una muestra de orina para las siguientes evaluaciones:
- Andlisis de orina habitual

- Tiras reactivas para la proteinuria

- No se modificara la dosis para acontecimientos de grado 2

- Grado 3 (UPC>3,5, recoleccion de orina >3,5 g/24 hr, o tiras reactivas 4+): Detener el tratamiento de bevacizumab
hasta <grado 2, segun se determina mediante la proporcién UPC <3,5 o 24 hr recoleccién <3,5 g

- Grado 4 (sindrome nefrético): Detener el bevacizumab
Terminacion de la terapia del estudio: Tratamiento de combinacion con VB-111 y bevacizumab

Los pacientes continuaran recibiendo VB-111 cada 8 semanas y bevacizumab cada 2 semanas, con la condicién de
que se mantengan estables. Las visitas continuaran en los dias del tratamiento de combinacion (cada 8 semanas).
Cuando los pacientes sufren una progresion de la enfermedad, volveran al centro clinico para una visita final del
estudio (véase a continuacion). Ademas, si los pacientes retiran el consentimiento o el investigador determina que el
paciente no debe continuar en el estudio, el paciente volvera para una visita final del estudio. Los pacientes seran
contactados cada 2-3 meses para el seguimiento de la supervivencia.

El seguimiento continuara hasta que el paciente expire.

Administracién del bevacizumab como monoterapia

Tratamiento bisemanal con bevacizumab (dias 14, 28, 42... 70, 84, 98, etc.)

ADMINISTRACION DE BEVACIZUMAB: El bevacizumab se administrara dos veces semanales mediante infusién a
una dosis de 10 mg/kg segun las practicas convencionales. Durante las visitas al centro clinico para recibir este
tratamiento, el investigador debe ver al sujeto/paciente para evaluar la seguridad.

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en su estado fisico y
mental desde que firmaron el formulario de consentimiento.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en sus terapias desde
que firmaron el formulario de consentimiento.
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Tratamiento con bevacizumab (dias 56, 112, 168, etc.)
Se realizaran las siguientes evaluaciones:

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en su estado fisico y
mental desde la Ultima visita.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en sus terapias desde la
Gltima visita.

CALIDAD DE VIDA RELACIONADA CON LA SALUD: Se rellenaran un cuestionario de calidad de vida central de
EORTC (QLQ-C30) y un médulo de cancer cerebral (BCM20) en cada visita antes de recibir tratamiento.

MEDICION DEL TUMOR: Los pacientes se evaluaran para la respuesta usando la formacién de imagenes de
resonancia magnética cerebral con y sin contraste (MRI), basandose la evaluacién en los criterios de RANO. La
formacion de imagenes MRI se realizara hasta 72 horas antes de la dosificacion para evaluar la magnitud del
cancer.

EXAMEN FiSICO: El examen fisico se centrara en los érganos con tumores y las mediciones del tumor segun los
criterios de RANO, asi como los siguientes: cabeza y cuello; ojos; pulmones; corazén; abdomen; articulaciones;
circulacion periférica; piel; o neurolégicos.

ECG (debe realizarse 6 meses después de la dosis inicial de bevacizumab): Debe realizarse un electrocardiograma
de 12 derivaciones convencional con registros de ritmo.

ANALISIS DE LABORATORIO (segun el manual de ejecucion):
Se recogera una muestra de sangre para las siguientes evaluaciones:
- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado;

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrdgeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albimina;

- Ensayo en suero de embarazo
- Anticuerpos contra la muestra del virus Ad-5.
Se recogera orina para las siguientes evaluaciones:
- Andlisis de orina habitual
- Tiras reactivas para la proteinuria
- No se modificara la dosis para acontecimientos de grado %

- Grado 3-(UPC>3,5, recoleccion de orina >3,5 g/24 hr, o tiras reactivas 4+): Detener el tratamiento de
bevacizumab hasta <Grado 2, segun se determina mediante la proporcion UPC <3,5 o 24 hr recoleccién <3,5 g

- Grado 4 (sindrome nefrético): Detener el bevacizumab

SIGNOS VITALES: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistélica y diastélica supina, frecuencia
cardiaca periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria) 15 minutos antes de la dosificacion.

ADMINISTRACION DE BEVACIZUMAB: El bevacizumab se administrara mediante infusién a una dosis de 10 mg/kg
antes que VB-111 en los dias de dosificacion. La tasa de infusién serd segun la inserciéon en el paquete para el
bevacizumab: La dosis inicial de bevacizumab debe administrarse a lo largo de 60 minutos (+una ventana de 30
minutos) como una infusion IV.

Final del estudio/terminacién temprana: Monoterapia con bevacizumab:

Los pacientes continuaran recibiendo bevacizumab cada 2 semanas, con la condicibn de que se mantengan
estables. Las visitas continuaran cada 8 semanas. Cuando los pacientes sufren una progresion de la enfermedad,
volveran al centro clinico para una visita final del estudio (véase la seccién 4.5). Ademas, si los pacientes retiran el
consentimiento o el investigador determina que el paciente no debe continuar en el estudio, el paciente volvera para
una visita final.

Los pacientes seran contactados cada 2-3 meses para el seguimiento de la supervivencia.

El seguimiento continuara hasta que el paciente expire.
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Terminacién de la terapia del estudio (todas las terapias)

En el momento que el sujeto/paciente se retire del ensayo, debido a la retirada del consentimiento o la progresién de
la enfermedad, se realizaran las siguientes evaluaciones como una visita final del estudio:

ACONTECIMIENTOS ADVERSOS: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en su estado fisico y
mental desde la Ultima visita.

MEDICACIONES CONCOMITANTES: A los pacientes se les preguntara acerca de cambios en sus terapias desde la
ultima visita.

CALIDAD DE VIDA RELACIONADA CON LA SALUD Y FUNCION NEUROCOGNITIVA: Se rellenaran un
cuestionario de calidad de vida central de EORTC (QLQ-C30) y un mddulo de cancer cerebral (BCM20).

MEDICION DEL TUMOR: Los pacientes se evaluaran para la respuesta usando la formacién de imagenes de
resonancia magnética cerebral con y sin contraste (MRI), basandose la evaluacion en los criterios de RANO.

EXAMEN FiSICO: El examen fisico se centrara en los érganos con tumores y las mediciones del tumor seguin los
criterios de RANO, asi como los siguientes: cabeza y cuello; ojos; pulmones; corazén; abdomen; articulaciones;
circulacion periférica; piel; o neurolégicos.

ECG: Debe realizarse un electrocardiograma de 12 derivaciones convencional con registros de ritmo.
Analisis de laboratorio:

Se recogera una muestra de sangre para las siguientes evaluaciones:

- Hematologia: hemoglobina, recuento sanguineo completo con diferencial, INR, PT y PTT activado

- Quimica: electrolitos, creatinina y nitrdgeno de urea en sangre, bilirrubina, fosfatasa alcalina, ALT y AST, calcio,
proteinas totales, y albimina;

- Ensayo en suero de embarazo

- Anticuerpos contra la muestra del virus Ad-5.

Se recogera orina para las siguientes evaluaciones:
- Analisis de orina habitual

- Tiras reactivas para la proteinuria

SIGNOS VITALES: Se registraran los signos vitales (presién sanguinea sistolica y diastélica supina, frecuencia
cardiaca periférica, temperatura corporal, frecuencia respiratoria).

Duracién del estudio

Los pacientes se mantendran en el estudio hasta que lo abandonen debido a la progresion de la enfermedad o una
terminacion temprana. Después, el paciente sera contactado por teléfono cada 2-3 meses para obtener los datos de
supervivencia hasta que el paciente expire.

Estudios correlativos/especiales

Anticuerpos

Se recogeran muestras de suero para el andlisis de los niveles de anticuerpos contra el adenovirus.
Medicion del efecto

Supervivencia global

La supervivencia global se define como el tiempo desde la primera dosis de la medicacién del estudio hasta la
muerte por cualquier causa. Los pacientes recibiran un seguimiento para el estado de supervivencia después de
finalizar el estudio o de retirarse de él por una progresion o por toxicidad.

Medicién del tumor: La respuesta tumoral se evaluara usando los mismos criterios descritos en el ejemplo 2.

Lineas directrices para la evaluacién de una enfermedad mensurable: Se seguiran las lineas directrices descritas en
el ejemplo 2.

Criterios de respuesta: Se evaluaran los criterios de respuesta usando los mismos criterios descritos en el ejemplo 2.
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Medicién de confirmacién/Duracién de la respuesta

Confirmacion: Para poder asignar un estado de RP o RC, deben confirmarse cambios en las mediciones tumorales
por medio de evaluaciones repetidas que deben realizarse 4 semanas después de que se hayan cumplido por
primera vez los criterios para la respuesta.

Duracion de la respuesta global: La duracién de la respuesta global se mide desde el momento en que se cumplen
los criterios de medicion para RC o RP (lo que se registre en primer lugar) hasta la primera fecha en que se haya
documentado objetivamente una enfermedad recurrente o progresiva (tomando como referencia para la enfermedad
progresiva las mediciones mas pequenas registradas desde que se inici6 el tratamiento).

La duracion de la RC global se mide desde el primer momento que se cumplen los criterios de mediciéon para RC
hasta la primera fecha en que se haya documentado objetivamente una enfermedad recurrente.

Duracion de una enfermedad estable: La enfermedad estable se mide desde el inicio del tratamiento hasta que se
cumplen los criterios para la progresion, tomando como referencia las mediciones méas bajas registradas desde que
comenzo el tratamiento.

Evaluaciones exploratorias

Muestras de biopsia opcionales: Puede recogerse biopsias de tejido cerebral (preferiblemente muestras congeladas
en fresco) para el posterior ensayo por VBL como parte del procedimiento clinicamente indicado en cualquier
momento del estudio. Si se recoge una muestra de tejido cerebral, debe recolectarse una muestra de sangre para el
andlisis de transgenes en el mismo dia.

Consideraciones estadisticas
Disefio del estudio

Objetivos: Para evaluar la seguridad, la tolerabilidad y la eficacia de multiples dosis de VB-111 1x10'2 particulas de
virus [PV] Q2 meses como monoterapia, combinado con bevacizumab 10 mg/kg cada 2 semanas tras la progresion,
comparado con una monoterapia de bevacizumab en pacientes con GBM recurrente.

Todos los datos recogidos se resumiran y se presentaran. Las variables continuas se describirdn como el promedio,
la mediana, la desviacion estandar y el rango de n observaciones. Los datos categéricos se describiran con tablas
de contingencia que incluyen frecuencia y porcentaje. Se generaran y presentaran listados de los sujetos/pacientes
individuales.

Todos los pacientes que cumplan los criterios de elegibilidad que hayan firmado un formulario de consentimiento y
hayan recibido VB-111 y/o bevacizumab se consideraran evaluables para el andlisis de la seguridad y la eficacia.

Los andlisis y las descripciones estadisticas se realizaran usando el programa de analisis estadistico SAS (SAS
Institute, Inc., Cary, N.C., EE. UU.).

Criterios de valoracion del estudio

Criterio de valoracion de la eficacia primario: La supervivencia global (OS) se define como el tiempo desde la
primera dosis de la medicacion del estudio hasta la muerte por cualquier causa. Los pacientes recibiran un
seguimiento para el estado de supervivencia después de finalizar el estudio o de retirarse de él por una progresion o
por toxicidad.

Criterios de valoracion de la eficacia secundarios: La supervivencia sin progresion (PFS) se define como el tiempo
desde la primera dosis de la medicacion del estudio hasta una progresién objetiva del tumor, evaluada segin RANO.
La respuesta tumoral se mide mediante los criterios de RANO, que incluyen respuesta completa, respuesta parcial,
enfermedad estable y progresion.

Criterios de valoracion de la eficacia terciarios: La tasa de crecimiento tumoral se define mediante la tasa de cambio
(pendiente) del tamafo del tumor en cada sujeto/paciente. El tamafo del tumor se determinara como el producto de
las dimensiones perpendiculares del tumor.

Calidad de vida relacionada con la salud y funcién neurocognitiva [cuestionario de calidad de vida central de EORTC
(QLQ-C30) y moédulo de cancer cerebral (BCM20)].

Criterios de valoracion de la seguridad y la tolerabilidad: acontecimientos adversos, signos vitales, examenes fisicos,
evaluaciones de laboratorio y electrocardiograma (ECG).

Métodos estadisticos

Todos los datos recogidos se resumiran y se presentaran. Las variables continuas se describirdn como el promedio,
la mediana, la desviacion estdndar, minimos y maximos. Los datos categéricos se describiran con tablas de
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contingencia que incluyen frecuencia y porcentaje. Se generaran y presentaran listados de todos los datos de los
sujetos/pacientes individuales.

Los andlisis y las descripciones estadisticas se realizaran usando el programa de analisis estadistico SAS (SAS
Institute, Inc., Cary, N.C., EE. UU.).

Poblaciones de estudio

La intencién de tratar una poblacién ("intention to treat population”, ITT) incluira a todos los pacientes que cumplan
los criterios de elegibilidad que hayan firmado un formulario de consentimiento y hayan recibido VB-111 que se
consideran evaluables para los andlisis de la seguridad y la eficacia.

En un aspecto, los andlisis de eficacia también se realizardn en una poblacién segun el protocolo. Estos andlisis
seran exploratorios y se definirdan en el plan de andlisis estadistico.

En otro aspecto, todos los pacientes que recibieron al menos una dosis repetida de 1x10'® PV de VB-111 se
consideran evaluables y se incluyen en todos los analisis de la eficacia.

Parametros demograficos y de linea de base

Los parametros demograficos y de linea de base que incluyen sexo, edad, altura y peso, y los detalles del
diagnéstico inicial y la historia de tratamiento se resumiran de modo global y por grupo de tratamiento. Los
pardmetros de estratificacién que incluyen edad (<60 afos, >60 afos), KPS (<80, 280), e historia de progresion (12
progresion, 22 progresion) se resumiran de modo global por grupo de tratamiento. Todas las variables continuas se
resumiran mediante estadisticos descriptivos. Todas las variables discretas se resumiran mediante frecuencias y
porcentajes.

Duracion del estudio y cumplimiento
Todos los datos de administracion del farmaco del estudio y de cumplimiento se resumiran.
Medicacién anterior y concomitante

Toda la medicacion anterior pertinente y todas las medicaciones concomitantes se resumiran mediante frecuencias y
porcentajes. Todas las medicaciones se codificaran usando el diccionario de farmacos de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS).

Analisis de la eficacia
Analisis de la eficacia primario

Se calcularan las tasas de supervivencia global, incluyen la mediana del tiempo de supervivencia y la tasa de
supervivencia en 12 meses, usando el método de Kaplan-Meier. La OS se medira desde el momento de la primera
dosis hasta la muerte o hasta la Gltima fecha conocida en que el paciente seguia vivo. Los pacientes recibiran un
seguimiento para el estado de supervivencia después de finalizar el estudio o de retirarse de él por una progresion o
por toxicidad. Para los pacientes que no han muerto en el momento del andlisis, los datos de supervivencia se
censuraran en la ultima fecha conocida en la que el sujeto seguia vivo. Se empleara el ensayo de rangos
logaritmicos para comparar las distribuciones de supervivencia de los dos grupos de tratamiento. En otro aspecto, se
usara el modelo de regresion de Cox con las variables de estratificacién como covariantes de ajuste, para comparar
las distribuciones de supervivencia de los dos grupos de tratamiento.

Andlisis de la eficacia secundarios

Se calcularan las tasas de supervivencia sin progresion usando el método de Kaplan-Meier. La PFS se medira
desde el momento de la primera dosis hasta la fecha de la primera progresién o la muerte, o hasta la Ultima fecha
conocida en que el paciente estaba estable. Los pacientes recibirdn un seguimiento para el estado de la progresion
después de finalizar el estudio. Se empleara el ensayo de rangos logaritmicos para comparar las distribuciones de
supervivencia de los dos grupos de tratamiento. En otro aspecto, se usara el modelo de regresion de Cox con las
variables de estratificacion como covariantes de ajuste, para comparar las distribuciones de supervivencia de los dos
grupos de tratamiento.

La respuesta tumoral se evaluara cada 2 meses hasta la progresion de la enfermedad. Se resumiran la proporcion
de pacientes que hayan presentado respuesta completa, respuesta parcial, enfermedad estable y progresion en
cada visita por grupo de tratamiento. Las diferencias entre las proporciones en cada grupo se ensayaran usando el
ensayo de chi cuadrado. En otro aspecto, se ensayaran las diferencias entre las proporciones en cada grupo usando
un ensayo de Cochran Mantel Haenszel (CMH) que controla la edad, KPS, e historia de progresion.

Analisis de la eficacia terciarios
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Se tomaran mediciones tumorales cada 2 meses hasta la progresion de la enfermedad. Se determinara la tasa de
crecimiento tumoral calculando el cambio y el porcentaje de cambio desde la linea de base del tamano del tumor en
cada visita. La tasa de cambio (pendiente) de cada paciente se calculara y se resumira por grupo de tratamiento. La
diferencia en el logaritmo transformado de la tasa de crecimiento tumoral se comparara entre el grupo de tratamiento
usando el ensayo de la T de 2 muestras o el ensayo no paramétrico de Wilcoxon, seguin sea apropiado.

Analisis de los subgrupos

Se realizara un andlisis de los subgrupos para los criterios de valoracién de la eficacia primario y secundario para las
siguientes categorias:

- Edad (<60, >60);
- KPR (<80, =80);
- Primera o segunda progresién de la enfermedad;

- Tamano del tumor residual después de la reseccién quirdrgica inicial (el limite de exclusion se determinara antes
del desenmascaramiento del estudio);

- Tamafio del tumor en el momento de alistarse al estudio (el limite de exclusion se determinara antes del
desenmascaramiento del estudio);

- Estado de mutacion de MGMT;
- Género;
- Pais.

Las definiciones detalladas de los analisis de los subgrupos se definirdn en términos generales en el plan de andlisis
estadistico. La estrategia para las interferencias sera conservadora, basandose en las interacciones entre el grupo
de tratamiento y la categoria del subgrupo, y se ajustaran para multiples comparaciones.

Analisis de la seguridad y la toxicidad

Se usara el control de los acontecimientos adversos y los descubrimientos clinicos, que incluyen examenes fisicos,
signos vitales, resultados de los ensayos de laboratorio, otras medicaciones concomitantes y los
abandonos/terminaciones para evaluar la seguridad.

Acontecimientos adversos

Los AE seran categorizados mediante SOC y Términos preferidos, usando el diccionario MedDRA. Se presentara la
incidencia de AE, asi como la gravedad y la relacion con el farmaco del estudio por grupo de tratamiento. Se
resumira la incidencia de AE que conducen al abandono del estudio y los AE graves (SAE) mediante frecuencias y
porcentajes.

Segun NCI CTCAE versién 4.0, el término toxicidad se define como acontecimientos adversos que se clasifican
como posible, probable o definitivamente relacionados con el tratamiento del estudio. Se registrara el grado maximo
para cada tipo de toxicidad para cada paciente, y se usara para el informe. Se repasaran las tablas de frecuencia
para determinar patrones de toxicidad. Ademas, todos los datos de acontecimientos adversos de grado 3,405y
clasificados como “no relacionados o con poca probabilidad de estar relacionados” con el tratamiento del estudio en
el caso de que se esté desarrollando una relacién real, seran repasados.

Los acontecimientos adversos graves se resumiran de modo similar.

Los acontecimientos adversos infusionales también serdn resumidos en la evaluaciéon de la causalidad del
investigador y del patrocinador.

Los descubrimientos clinicos incluiran la evaluacion de los examenes fisicos, los signos vitales y los resultados de
los ensayos de laboratorio, otras medicaciones concomitantes y los abandonos/terminaciones. Estos
descubrimientos se resumiran por grupo de tratamiento. Las variables continuas se describiran como el promedio, la
mediana, la desviacion estandar y el rango de n observaciones. Los datos categéricos se describirdn con tablas de
contingencia que incluyen frecuencia y porcentaje.

Andlisis interino

Se establecera un comité de control de datos y seguridad ("Data and Safety Monitoring Committee", DSMC) para
analizar los datos sobre la seguridad y la eficacia a medida que se vayan acumulando.

Los datos sobre resultados adversos se analizaran segin se produzcan. El comité se reunira a intervalos regulares
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que seran convenidos por los miembros del comité y el patrocinador.

El analisis final de los resultados se realizara después de que todos los pacientes hayan recibido un seguimiento
durante al menos 12 meses. Se realizara un Unico analisis interino formal 8 meses antes del analisis final planeado,
cuando se calcula que se haya acumulado 60% del nimero total previsto de acontecimientos. Las lineas directrices
estadisticas para que el comité recomiende una terminaciéon temprana del estudio debido a la eficacia/futilidad se
basaran en lograr una diferencia estadisticamente significativa en la direccién del beneficio por VBL-111 al nivel de
0,003 bilateral.

Con la regla de la detencion, las simulaciones por ordenador demuestran que, para conservar un nivel de 0,05
bilateral global, el analisis final debe usar un nivel de 0,0493 bilateral, en lugar de 0,05.

En otro aspecto, las lineas directrices estadisticas para que el comité recomiende una terminaciéon temprana del
estudio debido a la eficacia/futilidad se basaran en la probabilidad condicional (bajo la hipétesis alternativa) de lograr
un resultado estadisticamente significativo al final del ensayo menor que 0,05. Bajo esta regla de detencion de
futilidad, el nivel de significancia del analisis final se mantendra al nivel bilateral de 0,05, porque los andlisis de
futilidad no aumentan la probabilidad de un error de tipo | en la direccion de una ventaja por el tratamiento
experimental.

En el momento de este andlisis interino, el comité de control de datos y seguridad proporcionara al patrocinador las
curvas de supervivencia de Kaplan-Meir calculadas para los dos grupos de tratamiento junto con el cociente de
riesgo calculado y un valor de p bilateral para la comparacién.

Potencia y nivel de significancia

El ensayo esta disefiado para alistar 252 sujetos/pacientes, que seran aleatorizados en VB-111 frente a
bevacizumab, a una proporcién de 1:1 Véase la figura 1. El andlisis final de los resultados se realizard después de
que todos los pacientes hayan recibido un seguimiento durante al menos 12 meses. El niUmero previsto de muertes
que se observaran en este momento es de 151, suponiendo que se logre el reclutamiento de todos los pacientes a
una tasa uniforme a lo largo de 12 meses. Si el reclutamiento tarda mas de 12 meses o las tasas de reclutamiento,
en lugar de ser uniformes, aumentan a medida que se desarrolla el ensayo, entonces el nimero previsto de muertes
sera mayor que 151. La justificacién del tamafio de la muestra se describe a continuacion:

Suponiendo un modelo de riesgos proporcional, el cociente de riesgo se calcula como la proporcion de los
logaritmos de las tasas de supervivencia (en cualquier momento). Suponiendo una tasa de supervivencia en 12
meses del 37,6% en el grupo de tratamiento de bevacizumab (basada en el estudio de bevacizumab) y una tasa de
supervivencia en 12 meses del 55% en el grupo de VB-111 (basada en los 12 pacientes tratados con la dosis alta de
VB-111 indicada anteriormente), el cociente de riesgo A = In(0,55)/In(0,376) = 0,611.

Se espera que este estudio reclute pacientes durante 12 meses y después realice un seguimiento durante 12
meses.

Se realizara un unico andlisis interino formal después de que se hayan acumulado 60% del numero total previsto de
acontecimientos. Para conservar un nivel de significancia de 0,05 bilateral global, el analisis final usara un nivel de
0,0493 bilateral, en lugar de 0,05. Basandose en el estudio de bevacizumab y, cuando fue necesario, en
extrapolaciones de descomposicion exponencial, se espera que el porcentaje de muertes observadas en el grupo de
bevacizumab sea del 75,4%. Con un cociente de riesgo de 0,611, se espera que el porcentaje de muertes
observadas en el grupo de VB-111 sea del 58%.

El analisis final comparara las curvas de supervivencia del bevacizumab frente a VB-111 usando el ensayo de
rangos logaritmicos. Para calcular el tamafo de muestra requerido, se usé la siguiente férmula:

1,1 _ (may
d, d, (za+zﬂ)2

(1)

en la que:

di = nimero de muertes observadas en el grupo de VB-111

d2 = nimero de muertes observadas en el grupo de bevacizumab
A = coeficiente de riesgo supuesto = 0,611

zq = desviacion normal estandar para un nivel de significancia bilateral del 4,93% (ajustado para el analisis interino
para conservar el nivel global del 5%) = 1,966

zp = desviacion normal estandar para una potencia estadistica del 85% = 1,0364
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Suponiendo que:

di = p1xn1, en la que n1 es el tamano de la muestra en el grupo de VB-111;

d2 = pa2xngz, en la que nz2es el tamarfo de la muestra en el grupo de bevacizumab;

p1 = proporcién global de muertes observadas previstas en el grupo de VB-111 = 0,58;

p2 = proporcién global de muertes observadas previstas en el grupo de bevacizumab = 0,754;y n1 = n2
Se resuelve la formula (1) para n1y na.

Estos numeros se dividieron entre 0,9 para tomar en cuenta una tasa de abandono del 10%.

Basandose en las anteriores suposiciones, sera necesario un tamafno de muestra de 126 pacientes en el grupo de
bevacizumab y de 126 pacientes en el grupo VB-111, dando un total de 252 pacientes (figura 1).

Preparacién de la infusion de VB-111
Descripcion del farmaco

Se suministraran viales del farmaco del estudio a cada paciente en crioviales de 1,8 ml etiquetados (polipropileno) o
viales de 10 ml de borosilicato. Cada criovial contiene un volumen de 1,1 ml (1012 PV/ml). Cada vial de borosilicato
contiene un volumen de 5,3 ml (1012 PV/ml). El farmaco se conservara en la farmacia a —-65 °C o menor. La
informacién del paciente (nUmero del paciente, fecha de visita) se afiadira a mano a la etiqueta usando un rotulador
permanente y se registrara en los registros del paciente.

Procedimiento antes de la infusion

El proceso completo de preparacion del farmaco se realizard a temperatura ambiente en una sala BSC de tipo II.
Después de descongelar, el farmaco puede mantenerse hasta 3 horas en agua helada durante las preparaciones. El
farmaco se diluye en disolucion salina a temperatura ambiente. La preparacion del farmaco y la inyeccion del
farmaco se completaran dentro de 1 hora, con una ventana de 30 minutos (para un tiempo maximo de 90 minutos).

El farmacéutico que prepare el farmaco verificara que la informacién en el recipiente sea la apropiada para el estudio
y para el paciente: nombre del producto, concentracién, nimero de lote.

Para cada paciente se usa la jeringa apropiada, segun se especifica en la tabla 9. Se coloca el volumen necesario
de disolucién salina (que esté a temperatura ambiente) en un tubo de plastico estéril de 50 ml. Se descongelan los
viales de disolucién de VB-111 frotdndolos entre las manos enguantadas. Hay que asegurarse de marcar el
momento de la descongelacion.

Usando una jeringa de 10 ml, extraer 1 ml de VB-111 de cada uno de los crioviales o0 5 ml del vial de borosilicato
previsto para el paciente especifico. Se anade VB-111 al tubo de plastico que contiene la disolucion salina
preparada anteriormente. Se extrae el piston para mezclar el VB-111 remanente en la jeringa con disolucion salina, y
se vuelve a empujar hacia el tubo de plastico. Se mezcla el farmaco diluido agitando el contenido a mano. Se
determina el volumen que se va a aplicar segun el peso del paciente y se extirae el volumen requerido para la
inyeccion hacia la jeringa para la administracion.

Después de completar la preparacion, se realiza un proceso de reconciliacion: se comprueba que se ha usado el
namero correcto de viales fuente; y se registran los viales asignados al paciente en el registro de seguimiento del
farmaco.

Después de la preparacion de la disolucién de farmaco, se limpia el area de la formulacion del farmaco en la
farmacia segun procedimientos farmacéuticos.

Infusién de VB-111

Los pacientes deben recibir VB-111 en ayunas. “En ayunas” significa que el paciente no ha comido ni bebido nada
durante al menos las 2 horas previas.

Se administrara una Unica infusion intravenosa de VB-111 diluido segun las siguientes instrucciones a 3 ml/minuto.

Puede usarse una bomba de infusion. Puede proporcionarse una comida normal al paciente 30 minutos después de
completar la dosificacion. En los dias de dosificacién cuando el paciente se trata con VB-111 y bevacizumab, el
bevacizumab se preparara y dosificara antes que el VB-111.

Tabla 9 - Preparacion de VB-11
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Dosis 1 x 1018 1 x 1018
Concentracion en el vial (PV/ml) 102 102
Volumen de VB-111 en el tubo 1,1 ml 5,3 ml
n.2 de viales de VB-111 10 2
Tomar este volumen de VB-111 10 x 1 ml 2 x5ml
Tipo de jeringa para VB-111 10 ml 10 ml
Volumen de disolucion salina 40 ml 40 ml
Tipo de tubo para la disolucién salina 50 ml* 50 ml*
Volumen total preparado 50 ml 50 ml
Volumen para inyectar, peso del paciente 250 kg Volumen entero (50 ml) Volumen entero (50 ml)
Volumen para inyectar, peso del paciente <50 kg 35 ml** 35*

* El farmacéutico puede usar como alternativa una bolsa vacia estéril y afiadir 40 ml de NS + 10 ml de VB-111 a la
bolsa, o el farmacéutico puede usar una bolsa de 50 ml de NS y retirar el exceso de volumen y después arnadir VB-
111. Cualquier forma es una practica farmacéutica aceptable. ** 35 ml para pacientes <50 kg representa una
reduccion del 30% de VB-111 mezclado con disolucion salina, segun el protocolo “Administracién del farmaco del

estudio”.

Listado de secuencias

<110> Vascular Biogenics Ltd. Leubitz, Andrea Rachel Sher, Naamit Feige, Erez Breitbart, Eyal

<120> METODOS PARA INDUCIR LA CAPACIDAD DE RESPUESTA A UN AGENTE ANTIANGIOGENICO.

<130> 3182.053PC04

<140> Para ser asignado
<141> Con esto

<150> 61/760,601
<151>04-02-2013

<150> 61/800,716
<151>15-03-2013

<150> 61/858,467
<151>25-07-2013

<150> 61/907,286
<151>21-11-2013

<160> 33

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 1365

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> caracteristica_misc
<223> TNFRSF1A

<400> 1
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atgggcctct
ggaatatacc
gatagtgtgt
aagtgccaca
tgcagggagt
agctgctcca
cgggacaccg
ttccagtgcet
aaacagaaca
tcectgtagta
aatgttaagg
ggtctttgee
tccaagetet
ggaactacta
cccacccetgg
cceggtgact
gctgacccca
tgggaggaca
gcegtggtgg
agcgaccacg
tacagcatgce
ctgggacgceg
ctttgeggece

<210>2
<211> 455
<212> PRT

ccaccgtgee
cctcaggggt
gtccccaagg
aaggaaccta
gtgagagcgg
aatgccgaaa
tgtgtggctg
tcaattgcag
ccgtgtgcac
actgtaagaa
gcactgagga
ttttatccecct
actcecattgt
ctaagcccecct
gcttcagtce
gtcccaactt
tccttgegac
gcgcccacaa
agaacgtgcce
agatcgatcg
tggcgacctg
tgctcegega

ccgecgecct

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_ MISC
<223> Receptor 1 TNF de tipo salvaje

<400> 2

tgacctgcetg
tattggactg
aaaatatatc
cttgtacaat
cteccttcacce
ggaaatgggt
caggaagaac
cctetgecte
ctgccatgeca
aagcctggag
ctcaggcacc
cctectteatt
ttgtgggaaa
ggccccaaac
cgtgcccagt
tgcggectccce
agccctcgece
gccacagagce
cecegttgege
gctggagctg
gaggcggcege
catggacctg

ccecgecegeg
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ctgcegetgg
gtccctcacce
caccctcaaa
gactgtccag
gcttcagaaa
caggtggaga
cagtaccgge
aatgggaccg
ggtttctttce
tgcacgaagt
acagtgctgt
ggtttaatgt
tcegacacctg
ccaagcttca
tccaccttca
cgcagagagg
tccgacccca
ctagacactg
tggaaggaat
cagaacgggc
acgccgegge
ctgggctgee

cccagtctte

tgctcecctgga
taggggacag
ataattcgat
gcccggggea
accacctcag
tctettettg
attattggag
tgcacctctc
taagagaaaa
tgtgectace
tgccectggt
atcgctacca
aaaaagaggg
gtcccactce
cctccagete
tggcaccacc
tcceccaacce
atgaccccege
tcgtgeggeg
gctgectgeg
gcgaggccac
tggaggacat

tcaga

69

gctgttggtg
ggagaagaga
ttgctgtacce
ggatacggac
acactgcctce
cacagtggac
tgaaaacctt
ctgccaggag
cgagtgtgtc
ccagattgag
cattttcttt
acggtggaag
ggagcttgaa
aggcttcacc
cacctatacc
ctatcagggg
ccttcagaag
gacgctgtac
cctagggetg
cgaggcgcaa
gctggagetg

cgaggaggcg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1365



Met

Glu

His

Tyr

Gly

65

Cys

Arg

Gly

Leu

Leu

Ile

50

Thr

Arg

His

Leu

Leu

Gly

35

His

Tyr

Glu

Cys

Ser

val

20

Asp

Pro

Leu

Cys

Leu

Thr

Gly

Arg

Gln

Tyr

Glu

85

Ser

Val

Ile

Glu

Asn

Asn

70

Ser

Cys

Pro

Tyr

Lys

Asn

55

Asp

Gly

Ser

Asp

Pro

40

Ser

Cys

Ser

Lys
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Leu

Ser

25

Asp

Ile

Pro

Phe

Cys

Leu

10

Gly

Ser

Cys

Gly

Thr

90

Arg

Leu

Vval

val

Cys

Pro

75

Ala

Lys

Pro

Ile

Cys

Thr

60

Gly

Ser

Glu

70

Leu

Gly

Pro

45

Lys

Gln

Glu

Met

Val

Leu

Gln

Cys

Asp

Asn

Gly

Leu

15

val

Gly

His

Thr

His

95

Gln

Leu

Pro

Lys

Lys

Asp

80

Leu

Val



Glu

Lys

Asn

145

Lys

Asn

Lys

Gly

Leu

225

Ser

Gly

Phe

Pro

Pro

305

Ala

Pro

Ile

Asn

130

Cys

Gln

Glu

Leu

Thr

210

Ser

Lys

Glu

Ser

Ser

290

Asn

Asp

Leu

Ser

115

Gln

Ser

Asn

Cys

Cys

195

Thr

Leu

Leu

Leu

Pro

275

Ser

Phe

Pro

Gln

100

Ser

Tyr

Leu

Thr

val

180

Leu

Val

Leu

Tyr

Glu

260

Thr

Thr

Ala

Ile

Lys
340

Cys

Arg

Cys

Vval

165

Ser

Pro

Leu

Phe

Ser

245

Gly

Pro

Phe

Ala

Leu

325

Trp

Thr

His

Leu

150

Cys

Cys

Gln

Leu

Ile

230

Ile

Thr

Gly

Thr

Pro

310

Ala

Glu

val

Tyr

135

Asn

Thr

Ser

Ile

Pro

215

Gly

Val

Thr

Phe

Ser

295

Arg

Thr

Asp

Asp

120

Trp

Gly

Cys

Asn

Glu

200

Leu

Leu

Cys

Thr

Thr

280

Ser

Ala

Ser
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105

Arg

Ser

Thr

His

Cys

185

Asn

val

Met

Gly

Lys

265

Pro

Ser

Glu

Leu

Ala
345

Asp

Glu

Val

Ala

170

Lys

Val

Ile

Tyr

Lys

250

Pro

Thr

Thr

Val

Ala

330

His

Thr

Asn

His

155

Gly

Lys

Lys

Phe

Arg

235

Ser

Leu

Leu

Tyr

Ala

315

Ser

Lys

val

Leu

140

Leu

Phe

Ser

Gly

Phe

220

Tyr

Thr

Ala

Gly

Thr

300

Pro

Asp

Pro

71

Cys

125

Phe

Ser

Phe

Leu

Thr

205

Gly

Gln

Pro

Pro

Phe

285

Pro

Pro

Pro

Gln

110

Gly

Gln

Cys

Leu

Glu

190

Glu

Leu

Arg

Glu

Asn

270

Ser

Gly

Tyr

Ile

Ser
350

Cys

Cys

Gln

Arg

175

Cys

Asp

Cys

Trp

Lys

255

Pro

Pro

Asp

Gln

Pro

335

Leu

Arg

Phe

Glu

160

Glu

Thr

Ser

Leu

Lys

240

Glu

Ser

val

Cys

Gly

320

Asn

Asp
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Thr Asp Asp Pro Ala Thr Leu Tyr Ala Val Val
355 360
Leu Arg Trp Lys Glu Phe Val Arg Arg Leu Gly
370 375
Ile 2Asp Arg Leu Glu Leu Gln Asn Gly Arg Cys
385 390 395
Tyr Ser Met Leu Ala Thr Trp Arg Arg Arg Thr
405 410
Thr Leu Glu Leu Leu Gly Arg Val Leu Arg Asp
420 425
Cys Leu Glu Asp Ile Glu Glu Ala Leu Cys Gly
435 440
Pro Ala Pro Ser Leu Leu Arg
450 455
<210>3
<211> 591
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<221> caracteristica_misc
<223> Dominio de unién a ligando de TNFR1
<400> 3
atgggcctcet ccaccgtgece tgacectgetg ctgecgetgg
ggaatatacc cctcaggggt tattggactg gtccctcacce
gatagtgtgt gtccccaagg aaaatatatc caccctcaaa
aagtgccaca aaggaaccta cttgtacaat gactgtccag
tgcagggagt gtgagagcgg ctccttcacc gettcagaaa
agctgctcca aatgccgaaa ggaaatgggt caggtggaga
cgggacaccg tgtgtggctg caggaagaac cagtaccggce
ttccagtget tcaattgcag cctctgecte aatgggaccg
aaacagaaca ccgtgtgcac ctgccatgca ggtttcttte
tcctgtagta actgtaagaa aagcctggag tgcacgaagt
<210> 4
<211> 197
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> Dominio de unién a ligando de TNFR1

<400> 4

Glu Asn Val

365

Leu
380

Leu Arg

Pro

Met Asp

Pro
445

tgctcctgga
taggggacag
ataattcgat
gcceggggea
accacctcag
tctcttettg
attattggag
tgcacctcte
taagagaaaa

tgtgcctacce

72

Ser Asp

Glu

Arg Arg

Leu

430

Ala Ala

Pro Pro

His Glu

Ala Gln

400

Glu
415

Ala

Leu Gly

Leu Pro

gctgttggtg
ggagaagaga
ttgctgtacce
ggatacggac
acactgcctce
cacagtggac
tgaaaacctt
ctgccaggag
cgagtgtgtc

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

591
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Met

Glu

His

Tyr

Gly

65

Cys

Arg

Glu

Lys

Asn

145

Lys

Asn

Lys

Gly

Leu

Leu

Ile

50

Thr

Arg

His

Ile

Asn

130

Cys

Gln

Glu

Leu

<210>5
<211> 1008
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica_misc
<223> FAS de longitud completa

<400> 5

Leu

Leu

Gly

35

His

Tyr

Glu

Cys

Ser

115

Gln

Ser

Asn

Cys

Cys
195

Ser

Val

20

Asp

Pro

Leu

Cys

Leu

100

Ser

Tyr

Leu

Thr

Val

180

Leu
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Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu

Gly Ile Tyr Pro Ser Gly Val Ile Gly Leu Val
25 30

Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro Gln Gly
40 45

Gln Asn Asn Ser Ile Cys Cys Thr Lys Cys His
55 60

Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro Gly Gln Asp Thr
70 75

Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn His

Ser Cys Ser Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly Gln
105 110

Cys Thr Val Asp Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys
120 125

Arg His Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gln Cys
135 140

Cys Leu Asn Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gln
150 155

Val Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg
165 170 175

Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys
185 190

Pro

73

Leu

Pro

Lys

Lys

Asp

80

Leu

Val

Arg

Phe

Glu

160

Glu

Thr



10

atgctgggca
aaaagtgtta
gttactacag
aagccctgtce
gactgcgtge
tgcagaagat
cggacccaga
gaacactgtg
agcaacacca
cttttgccaa
aagcacagaa
gcaataaatt
acactaagtc
gagatcaaga
tggcatcaac
gccaatcttt

gactcagaaa

<210>6
<211> 335
<212> PRT

tctggaccct
atgcccaagt
ttgagactca
ctccaggtga
cctgccaaga
gtagattgtg
ataccaagtg
acccttgecac
agtgcaaaga
ttccactaat
aggaaaacca
tatctgatgt
aagttaaagg
atgacaatgt
ttcatggaaa
gtactcttge

attcaaactt

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> FAS de longitud completa

<400> 6

cctacctcetg
gactgacatc
gaacttggaa
aaggaaagct
agggaaggag
tgatgaagga
cagatgtaaa
caaatgtgaa
ggaaggatcc
tgtttgggtg
aggttctcat
tgacttgagt
ctttgttcga
ccaagacaca
gaaagaagcg
agagaaaatt

cagaaatgaa
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gttcttacgt
aactccaagg
ggcctgecatce
agggactgca
tacacagaca
catggcttag
ccaaactttt
catggaatca
agatctaact
aagagaaagg
gaatctccaa
aaatatatca
aagaatggtg
gcagaacaga
tatgacacat
cagactatca

atccaaagct

ctgttgctag
gattggaatt
atgatggcca
cagtcaatgg
aagcccattt
aagtggaaat
tttgtaactc
tcaaggaatg
tggggtggcet
aagtacagaa
ctttaaatce
ccactattge
tcaatgaagc
aagttcaact
tgattaaaga
tcctcaagga

tggtctag

attatcgtcce
gaggaagact
attctgccat
ggatgaacca
ttcttccaaa
aaactgcacc
tactgtatgt
cacactcacc
ttgtcttett
aacatgcaga
tgaaacagtg
tggagtcatg
caaaatagat
gcttcgtaat
tctcaaaaaa

cattactagt

Met Leu Gly Ile Trp Thr Leu Leu Pro Leu Val Leu Thr Ser Val Ala

1

5

10

15

Arg Leu Ser Ser Lys Ser Val Asn Ala Gln Val Thr Asp Ile Asn Ser

20

25

30

74

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1008
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Lys Gly Leu Glu Leu Arg Lys Thr Val Thr Thr Val Glu Thr Gln Asn
35 40 45

Leu Glu Gly Leu His His Asp Gly Gln Phe Cys His Lys Pro Cys Pro
50 55 60

Pro Gly Glu Arg Lys Ala Arg Asp Cys Thr Val Asn Gly Asp Glu Pro
65 70 75 80

Asp Cys Val Pro Cys Gln Glu Gly Lys Glu Tyr Thr Asp Lys Ala His
85 S0 95

Phe Ser Ser Lys Cys Arg Arg Cys Arg Leu Cys Asp Glu Gly His Gly
100 105 110

Leu Glu Val Glu Ile Asn Cys Thr Arg Thr Gln Asn Thr Lys Cys Arg
115 120 125

Cys Lys Pro Asn Phe Phe Cys Asn Ser Thr Val Cys Glu His Cys Asp
130 135 140

Pro Cys Thr Lys Cys Glu His Gly Ile Ile Lys Glu Cys Thr Leu Thr
145 150 155 160

Ser Asn Thr Lys Cys Lys Glu Glu Gly Ser Arg Ser Asn Leu Gly Trp
165 170 175

Leu Cys Leu Leu Leu Leu Pro Ile Pro Leu Ile Val Trp Val Lys Arg
180 185 190

Lys Glu Val Gln Lys Thr Cys Arg Lys His Arg Lys Glu Asn Gln Gly
195 200 205

Ser His Glu Ser Pro Thr Leu Asn Pro Glu Thr Val Ala Ile Asn Leu
210 215 220

Ser Asp Val Asp Leu Ser Lys Tyr Ile Thr Thr Ile Ala Gly Val Met
225 230 235 240

Thr Leu Ser Gln Val Lys Gly Phe Val Arg Lys Asn Gly Val Asn Glu
245 250 255

Ala Lys Ile Asp Glu Ile Lys Asn Asp Asn Val Gln Asp Thr Ala Glu
260 265 270

Gln Lys Val Gln Leu Leu Arg Asn Trp His Gln Leu His Gly Lys Lys
275 280 285
Glu Ala Tyr Asp Thr Leu Ile Lys Asp Leu Lys Lys Ala Asn Leu Cys
290 295 300

Thr Leu Ala Glu Lys Ile Gln Thr Ile Ile Leu Lys Asp Ile Thr Ser
305 310 315 320

Asp Ser Glu Asn Ser Asn Phe Arg Asn Glu Ile Gln Ser Leu Val
325 330 335

75
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<210>7
<211> 505
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> Dominio efector de FAS

<400>7

aggatccaga
ttgggtgaag
ttctcatgaa
cttgagtaaa
tgttcgaaag
agacacagca
agaagcgtat
gaaaattcag

aaatgaaatc

<210>8
<211> 167
<212> PRT

tctaacttgg
agaaaggaag
tctccaacct
tatatcacca
aatggtgtca
gaacagaaag
gacacattga
actatcatcce

caaagcttgg

<213> Homo sapiens

<220>

ggtggctttg
tacagaaaac
taaatcctga
ctattgctgg
atgaagccaa
ttcaactgcet
ttaaagatct
tcaaggacat

tctag

<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> Dominio efector de FAS

<400> 8
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tcttettett
atgcagaaag
aacagtggca
agtcatgaca
aatagatgag
tcgtaattgg
caaaaaagcc

tactagtgac

ttgccaattc
cacagaaagg
ataaatttat
ctaagtcaag
atcaagaatg
catcaacttc
aatctttgta

tcagaaaatt

cactaattgt
aaaaccaagg
ctgatgttga
ttaaaggectt
acaatgtcca
atggaaagaa
ctcttgcaga

caaacttcag

Gly Ser Arg Ser Asn Leu Gly Trp Leu Cys Leu Leu Leu Leu Pro Ile

1

5

10

15

Pro Leu Ile Val Trp Val Lys Arg Lys Glu Val Gln Lys Thr Cys Arg

20

25

30

76

60

120

180

240

300

360

420

480

505



10

Lys His

35

Glu
50

Pro

Ile Thr

65

Val Arg

Asn

Asp

Trp His

Arg

Thr

Thr

Lys

val

Gln

Lys Glu As

Val Ala Il

Ile Ala Gl

70

Asn Gly

85

Gln
100

Asp

Leu His Gl

115

Leu
130

Asp

Ile
145

Ile

Asn Glu

<210>9
<211> 1101
<212> ADN

Lys

Leu

Ile

Lys Ala As

Il
15

Lys Asp

Gln Ser

165

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> Quimera FAS

<400>9
atgggcctct

ggaatatacc
gatagtgtgt
aagtgccaca
tgcagggagt
agctgctcca
cgggacaccg

tteccagtget

ccaccgtgee
cctcaggggt
gtccccaagg
aaggaaccta
gtgagagegg
aatgccgaaa
tgtgtggcetg

tcaattgcag

val

Thr

Leu

n Gln Gly

40

e Asn Leu

55

y Val Met

Asn Glu
Ala

Glu

Lys
120

y Lys

n Leu
135

Cys

e Thr
0

Ser

val

tgacctgcetg
tattggactg
aaaatatatc
cttgtacaat
ctccttcace
ggaaatgggt
caggaagaac

cctetgecte

ES 2774964 T3

Ser His Glu

Ser Asp Val

Thr Ser

75

Leu

Ala Lys Ile

90

Gln
105

Lys Val

Glu Ala Tyr

Thr Leu Ala

Glu
155

Asp Ser

ctgcegetgg
gtcecctcacce
caccctcaaa
gactgtccag
gcttcagaaa
caggtggaga
cagtaccgge

aatgggaccg

Pro
45

Ser

Asp Leu

60

Gln Val Lys

Asp Glu Ile

Gln Leu

110

Thr
125

Asp

Glu
140

Lys Ile

Asn Ser

tgctcecctgga
taggggacag
ataattcgat
gcceggggea
accacctcag
tctecttettg
attattggag

tgcacctctce

77

Thr

Ser

Leu

Leu

Asn

Leu Asn

Lys

Tyr

Phe
80

Gly

Lys Asn

95

Arg Asn

Ile Lys

Gln Thr

Phe Arg

160

gctgttggtg
ggagaagaga
ttgctgtacce
ggatacggac
acactgcctce
cacagtggac
tgaaaacctt

ctgccaggag

60

120

180

240

300

360

420

480
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15

aaacagaaca
tcctgtagta
tccagatcta
gtgaagagaa
catgaatctc
agtaaatata
cgaaagaatg
acagcagaac
gcgtatgaca
attcagacta

gaaatccaaa

<210> 10
<211> 366
<212> PRT

ccgtgtgecac
actgtaagaa
acttggggtg
aggaagtaca
caaccttaaa
tcaccactat
gtgtcaatga
agaaagttca
cattgattaa
tcatcctcaa

gcttggtcta

<213> Homo sapiens

<220>

ctgccatgeca
aagcctggag
gctttgtett
gaaaacatgc
tcctgaaaca
tgctggagte
agccaaaata
actgcttcegt
agatctcaaa
ggacattact

g

<221> CARACTERISTICA_MISC
<223> Quimera FAS

<400> 10

Met Gly
1

Glu Leu

His Leu

35

Ile
50

Tyr

Gly Thr

65

Cys Arg

Arg His

Leu

Leu

Gly

His

Tyr

Glu

Cys

Ser Thr

Val Il

20

Gly

Asp Arg Gl

Pro Gln As

As
70

Leu Tyr

Glu
85

Cys

Leu Ser

100

Val

Ser

Cys

Pro Asp

e Tyr Pro

u Lys Arg

40

n Asn Ser

55

n Asp Cys

Ser

Gly

Ser Lys

ES 2774964 T3

ggtttctttce
tgcacgaagt
cttcttttge
agaaagcaca
gtggcaataa
atgacactaa
gatgagatca
aattggcatc
aaagccaatc

agtgactcag

Leu Leu Leu

Ser vVal

25

Gly

Asp Ser Val

Ile Cys Cys

Pro
75

Pro Gly

Phe Thr

90

Ala

Cys
105

Arg Lys

taagagaaaa
tgtgcctacc
caattccact
gaaaggaaaa
atttatctga
gtcaagttaa
agaatgacaa
aacttcatgg
tttgtactct

aaaattcaaa

Pro Leu Val

Ile Leu

30

Gly

Pro Gln

45

Cys

Thr
60

Lys Cys

Gly Gln Asp

Ser Glu Asn

Glu Met Gly

110

78

cgagtgtgtc
aagcttagga
aattgtttgg
ccaaggttct
tgttgacttg
aggetttgtt
tgtccaagac
aaagaaagaa
tgcagagaaa

cttcagaaat

Leu Leu

15

Val Pro

Gly Lys

His Lys

Thr Asp

80

His Leu

95

Gln Val

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1101



10

Glu

Lys

Asn

145

Lys

Asn

Lys

Cys

Glu

225

His

Asp

Leu

Lys

Lys

305

Ala

Leu

Ser

Ile

Asn

130

Cys

Gln

Glu

Leu

Leu

210

val

Glu

Val

Ser

Ile

290

val

Tyr

Ala

Glu

<210> 11

<211> 47

Ser

115

Gln

Ser

Asn

Cys

Cys

195

Leu

Gln

Ser

Asp

Gln

275

Asp

Gln

Asp

Glu

Asn
355

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elementos potenciadores especificos de células endoteliales

<400> 11

Ser

Tyr

Leu

Thr

vVal

180

Leu

Leu

Lys

Pro

Leu

260

Val

Glu

Leu

Thr

Lys

340

Ser

Cys

Arg

Cys

Val

165

Ser

Pro

Leu

Thr

Thr

245

Ser

Lys

Ile

Leu

Leu

325

Ile

Asn

Thr

His

Leu

150

Cys

Cys

Ser

Pro

Cys

230

Leu

Lys

Gly

Lys

Arg

310

Ile

Gln

Phe

Val

Tyr

135

Asn

Thr

Ser

Leu

Ile

215

Arg

Asn

Tyr

Phe

Asn

295

Asn

Lys

Thr

Arg

Asp
120

Trp

Gly

Cys

Asn

Gly

200

Pro

Lys

Pro

Ile

Val

280

Asp

Trp

Asp

Ile

Asn
360

Arg

Ser

Thr

His

Cys

185

Ser

Leu

His

Glu

Thr

265

Arg

Asn

His

Leu

Ile

345

Glu

ES 2774964 T3

Asp

Glu

Val

Ala

170

Lys

Arg

Ile

Arg

Thr

250

Thr

Lys

Val

Gln

Lys

330

Leu

Ile

Thr

Asn

His

155

Gly

Lys

Ser

Val

Lys

235

Val

Ile

Asn

Gln

Leu

315

Lys

Lys

Gln

Val

Leu

140

Leu

Phe

Ser

Asn

Trp

220

Glu

Ala

Ala

Gly

Asp

300

His

Ala

Asp

Ser

79

Cys

125

Phe

Ser

Phe

Leu

Leu

205

Val

Asn

Ile

Gly

Val

285

Thr

Gly

Asn

Ile

Leu
365

Gly

Gln

Cys

Leu

Glu

190

Gly

Lys

Gln

Asn

Val

270

Asn

Ala

Lys

Leu

Thr

350

vVal

Cys

Cys

Gln

Arg

175

Cys

Trp

Arg

Gly

Leu

255

Met

Glu

Glu

Lys

Cys

335

Ser

Arg

Phe

Glu

160

Glu

Thr

Leu

Lys

Ser

240

Ser

Thr

Ala

Gln

Glu

320

Thr

Asp



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2774964 T3

ctggagggtg actttgcttc tggagecagt acttcatact titcatt 47

<210> 12

<211>47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Potenciador especifico de células endoteliales

<400> 12
aatgaaaagt atgaagtact ggctccagaa gcaaagtcac cctccag 47
<210> 13
<211> 44

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Potenciador especifico de células endoteliales

<400> 13
gtacttcata cttttcattc caatggggtg actttgcttc tgga 44
<210> 14
<211> 44

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento potenciador especifico de células endoteliales

<400> 14

tccagaagca aagtcacccc attggaatga aaagtatgaa gtac 44
<210> 15

<211> 131

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento potenciador 3X especifico de células endoteliales

<400> 15

ctccagaagc aaagtcaccce cattggaatg aaaagtatga agtacaatga aaagtatgaa
gtactggctc cagaagcaaa gtcaccctcc agaagcaaag tcaccccatt ggaatgaaaa
gtatgaagta ¢

<210> 16

<211>131

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento potenciador 3X especifico de células endoteliales

<400> 16

80

60

120

131



10

15

20

ES 2774964 T3

gtacttcata cttttcattc caatggggtg actttgcttc tggagggtga ctttgcttct

ggagccagta cttcatactt ttcattgtac ttcatacttt tcattccaat ggggtgactt

tgcttetgga

<210> 17
<211> 850
<212> ADN

g

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Promotor de PPE-1 especifico de células endoteliales

<400> 17

gtacgtgtac
tgttgttgtt
tcacctcaaa
aaagtagggt
agagcgaaga
tgaacaatga
taattgtact
ttcttgaact
ttctgcageg
cagacggcgg
tctggctgea
gaagtcagag
tgtccgagte
tcecttgegeg
ctgeggecge
<210> 18

<211> 987
<212> ADN

ttctgatcgg
atcattatta
tgcgaagtac
gatcttccaa
gtggggatcg
tcagccccac
tcatactttt
ctggggctgg
gtctctgtet
gcgtctgecet
cgttgectgt
ctgtttaccc
agaagcgttc

ctgccteeeg

<213> Secuencia artificial

<220>

cgatactagg
tttagttttce
tttagtttag
actaatctgg
tccecttgtt
ctccacccca
cattccaatg
cagctagcaa
agtgggtgtt
ctgaagttag
gggtgactaa
ccactctata
ctgcaccgge

gctgeecegeg

gagataagga
cttcettget
aaaagacttg
ttececeegece
tgatcagaaa
ccececcectgeg
gggtgacttt
aaggggaagc
ttctttttet
ccgtgattte
tcacacaata
ggggttcaat
gctgagagcc

acgctttcege

tgtgcctgac
aactcctgac
gtggaagggg
gcecccagtag
gacataaaag
cgcgcacaat
gcttctggag
gggctgetge
tagccctgece
ctctagagce
acattgttta
ataaaaaggc
tgacccggtce

cccagtggaa

<223> Promotor especifico de células endoteliales PPE-1 3X

<400> 18

81

aaaaccacat
ggaatctttc
tggtggtgga
ctgggattca
gaaaatcaag
acaatctatt
aaactcttga
tctctgecagg
cctggattgt
gggtcttatc
gggctggaat
ggcggagaac
tgctccgetg

gggccacttg

60

120

131

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

850
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gtacgtgtac
tgttgttgtt
tcacctcaaa
aaagtagggt
agagcgaaga
tgaacaatga
taattgtact
ttcttgaact
aagtatgaag
aagcaaagtc
ctgctgetet
ccctgeeect
tagagccggg
ttgtttaggg
aaaaggcggce
cceggtetge
agtggaaggg

<210> 19
<211> 35207
<212> ADN

ttctgatcgg
atcattatta
tgcgaagtac
gatcttccaa
gtggggatcg
tcagccccac
tcatactttt
ctggggctgg
tacaatgaaa
accccattgg
ctgcaggttc
ggattgtcag
tcttatctet
ctggaatgaa
ggagaactgt
tcecgetgtee

ccacttgcetg

<213> Secuencia artificial

<220>

cgatactagg
tttagtttte
tttagtttag
actaatctgg
tcceettgtt
ctccacceca
cattccaatg
cagctagcecct
agtatgaagt
aatgaaaagt
tgcagecggte
acggcgggcg
ggctgcacgt
gtcagagctg
ccgagtcaga
ttgcgegetg

cggcege

<223> construccion completa de VB-111

<400> 19

catcatcaat
ttgtgacgtg
gatgttgcaa
gtgtgegeceg
taaatttggg
agtgaaatct

gactttgacc

aatatacctt
gcgcggggcyg
gtgtggegga
gtgtacacag
cgtaaccgag
gaataatttt

gtttacgtgg

attttggatt
tgggaacggg
acacatgtaa
gaagtgacaa
taagatttgg
gtgttactca

agactcgcecce

ES 2774964 T3

gagataagga
cttecettget
aaaagacttg
ttceceegecece
tgatcagaaa
cceceectgeg
gggtgacttt
ccagaagcaa
actggctcca
atgaagtacg
tctgtctagt
tctgectcetg
tgcctgtggg
tttaccccca
agcgttectg

ccteeegget

gaagccaata
gcgggtgacg
gcgacggatg
ttttcgegeg
ccattttecge
tagcgcgtaa

aggtgttttt

tgtgcctgac
aactcctgac
gtggaagggg
gccccagtag
gacataaaag
cgcgcacaat
gcttctggag
agtcacccca
gaagcaaagt
ctagcaaaag
gggtgttttce
aagttagccg
tgactaatca
ctctataggg
caccggcgcet

gcccgcegacy

tgataatgag
tagtagtgtg
tggcaaaagt
gttttaggcg
gggaaaactg
tatttgtcta

ctcaggtgtt

82

aaaaccacat
ggaatcttte
tggtggtgga
ctgggattca
gaaaatcaag
acaatctatt
aaactcttga
ttggaatgaa
caccctccag
gggaagcggyg
tttttcttag
tgattteccte
cacaataaca
gttcaatata
gagagcctga

ctttcgececce

ggggtggagt
gcggaagtgt
gacgtttttg
gatgttgtag
aataagagga
gggccgeggyg

ttcegegtte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

987

60

120

180

240

300

360

420



cgggtcaaag
tactagggag
agttttcctt
agtttagaaa
aatctggttce
ccttgtttga
caccccacce
tccaatgggg
ctagcctcca
atgaagtact
gaaaagtatg
agcggtctct
gcgggegtet
tgcacgttgc
agagctgttt
agtcagaagc
cgcgctgect
ccgctaattc
gcecgetggtg
ccctcaccta
ccctcaaaat
ctgtccaggc
ttcagaaaac
ggtggagatc
gtaccggcat
tgggaccgtg
tttettteta
cacgaagttg
tcttttgeca
aaagcacaga
ggcaataaat

gacactaagt

ttggegtttt
ataaggatgt
ccttgetaac
agacttggtg
ccecgeccgec
tcagaaagac
ccctgegege
tgactttget
gaagcaaagt
ggctccagaa
aagtacgcta
gtctagtggg
gcctctgaag
ctgtgggtga
acccccacte
gttecectgeac
ccecggetgec
tgcagatcgg
ctectggage
ggggacaggg
aattcgattt
ccggggcagg
cacctcagac
tcettettgea
tattggagtg
cacctctect
agagaaaacqg
tgecctaccaa
attccactaa
aaggaaaacc
ttatctgatg

caagttaaag

attattatag
gcctgacaaa
tcctgacgga
gaaggggtgg
ccagtagctg
ataaaaggaa
gcacaataca
tctggagaaa
caccccattg
gcaaagtcac
gcaaaagggyg
tgttttettt
ttagccgtga
ctaatcacac
tataggggtt
cggcegetgag
cgcgacgctt
gatccggcat
tgttggtggg
agaagagaga
gctgtaccaa
atacggactg
actgcctcag
cagtggaccg
aaaacctttt
gccaggagaa
agtgtgtcte
gcttaggatce
ttgtttgggt
aaggttctca
ttgacttgag

gctttgtteg
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tcagtacgta
accacattgt
atctttecteca
tggtggaaaa
ggattcaaga
aatcaagtga
atctatttaa
ctecttgatte
gaatgaaaag
cctccagaag
aagcgggctg
ttcttagecee
tttcctectag
aataacattg
caatataaaa
agcctgacce
tcgeccccagt
gggcctctece
aatatacccce
tagtgtgtgt
gtgccacaaa
cagggagtgt
ctgctccaaa
ggacaccgtg
ccagtgcttc
acagaacacc
ctgtagtaac
cagatctaac
gaagagaaag
tgaatctcca
taaatatatc

aaagaatggt

cgtgtacttc
tgttgttatc
cctcaaatge
gtagggtgat
gcgaagagtg
acaatgatca
ttgtacttca
ttgaactctg
tatgaagtac
caaagtcacc
ctgctetetg
tgccectgga
agccgggtct
tttagggctg
aggcggcegga
ggtctgetec
ggaagggcca
accgtgectg
tcaggggtta
ccccaaggaa
ggaacctact
gagagcggct
tgccgaaagg
tgtggctgea
aattgcagcc
gtgtgcacct
tgtaagaaaa
ttggggtgge
gaagtacaga
accttaaatc
accactattg

gtcaatgaag

83

tgatcggcga
attattattt
gaagtacttt
cttccaaact
gggatcgtece
gccccaccte
tacttttcat
gggctggcag
aatgaaaagt
ccattggaat
caggttectge
ttgtcagacg
tatctctgge
gaatgaagtc
gaactgtccg
getgtecttg
cttgctgegg
acctgctgct
ttggactggt
aatatatcca
tgtacaatga
ccttcaccge
aaatgggtca
ggaagaacca
tctgcctcaa
gccatgecagyg
gcctggagtg
tttgtcttet
aaacatgcag
ctgaaacagt
ctggagtcat

ccaaaataga

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



tgagatcaag
ttggcatcaa
agccaatctt
tgactcagaa
atctaggegg
gagatccgaa
atttcacaaa
atgtatctta
agaatatata
ccatgagcac
ccccatgggce
tgcecegceaaa
cagccteege
ctttecctgag
tgacggctct
agctgttgga
tttaaaacat
gtctttattt
gggtcctgtg
gcataagccce
tgttgtagat
gtagcaagct
gggatgggtg
tgttcccage
cggtgcactt
cgcecttgtg
gggcggcegge
tgagatcgtc
tggttccate
gttcagatgg

gggagatcag

aatgacaatg
cttcatggaa
tgtactcttg
aattcaaact
ccgecatggea
cttgtttatt
taaagcattt
tcatgtctag
aggtgggggt
caactcgttt
cggggtgegt
ctctactacc
cgeccgettea
cccgettgea
tttggcacaa
tctgegecag
aaataaaaaa

aggggttttg

tattttttcc
gtctctgggg
gatccagtceg
gattgccagg
catacgtggg
catatccctce
gggaaatttg
acctccaaga
ctgggcgaag
ataggccatt
cggcccaggyg
ggggatcatg

ctgggaagaa

tccaagacac
agaaagaagc
cagagaaaat
tcagaaatga
gaaattegeg
gcagcttata
ttttcactge
atctgtactg
cttatgtagt
gatggaagca
cagaatgtga
ttgacctacg
gcegetgeag
agcagtgcag
ttggattctt
caggtttctg
ccagactctg
cgecgegeggt
aggacgtggt
tggaggtage
tagcaggagce
ggcaggccect
gatatgagat
cggggattca
tcatgtagct
tttteccatge
atatttctgg
tttacaaagc
gcgtagttac
tctacctgeg

agcaggttcc
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agcagaacag
gtatgacaca
tcagactatc
aatccaaagc
aattcgctag
atggttacaa
attctagttg
aaatgtgtgg
tttgtatctg
ttgtgagcectce
tgggctccag
agaccgtgtc
ccaccgcececeg
cttceegtte
tgacccggga
ccctgaagge
tttggatttg
aggcccggga
aaaggtgact
accactgcag
gctgggegtg
tggtgtaagt
gcatcttgga
tgttgtgcag
tagaaggaaa
attcgtccat
gatcactaac
gcgggcggag
cctcacagat
gggcgatgaa

tgagcagctg

aaagttcaac
ttgattaaag
atcctcaagg
ttggtctage
cgttaacgga
ataaagcaat
tggtttgtce
gcegtggetta
ttttgcagca
atatttgaca
cattgatggt
tggaacgceg
cgggattgtg
atccgececge
acttaatgtc
ttecectecect
gatcaagcaa
ccagecggtcet
ctggatgttc
agcttcatge
gtgcctaaaa
gtttacaaag
ctgtattttt
aaccaccagc
tgcgtggaag
aatgatggca
gtcatagttg
ggtgccagac
ttgcatttece
gaaaacggtt

cgacttaccg

84

tgcttcgtaa
atctcaaaaa
acattactag
tcgagcatge
tcctetagac
agcatcacaa
aaactcatca
agggtgggaa
gccgccgecg
acgcgcatge
cgcccegtcee
ttggagactg
actgactttg
gatgacaagt
gtttctcage
cccaatgegg
gtgtcttget
cggtcgttga
agatacatgg
tgcggggtgg
atgtctttca
cggttaagcet
aggttggcta
acagtgtatc
aacttggaga
atgggcccac
tgttccagga
tgcggtataa
cacgctttga
tceggggtag

cagccggtgg

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



gcccgtaaat
catccctgag
ccaaatccge
ttttcaacgg
ccaggeggte
gtttcgeggg
cagggtcatg
ggggtgceget
gaagcgctgce
gtccagececce
cgaggggcag
ggagtaggca
ctctggeegt
tctggtttcec
tacagacttg
ggaccactct
gtagcggtcg
ctcttcggeca
tgaagggggg
gtctgegagg
gctaagattg
gcctttgagg
ggtggcaaac
gtttttgteg
aacgcaccgc
accgeggttg
gttggtccag
cgtetegtec
gtagtctatc
gcgetegtat
catgccgeaa

gcatcttcca

cacacctatt
caggggggcc
cagaaggcgc
tttgagaccg
ccacagctcg
ttggggcgge
tctttcecacg
ccgggetgeg
cggtcttege
tcegeggegt
tgcagacttt
tcegegecge
tcggggtcaa
atgagccggt
agaggcctgt
gagacaaagg
ttgtccacta
tcaaggaagg
ctataaaagg
gccagcetgtt
tcagtttcca
gtggccgcat
gacccgtaga
cgatecggege
cattcgggaa
tgcagggtga
cagaggeggce
ggggggtctg
ttgcatcctt
gggttgagtg
atgtcgtaaa

ccgeggatge

accggctgea
acttcgttaa
tcgeccgecca
tcegeegtag
gtcacctgcet
tttcgctgta
ggcgcagggt
cgctggecag
cctgegegte
ggcccttgge
tgagggcgta
aggccccgca
aaaccaggtt
gtccacgctc
cctcgagegg
ctegegteca
gggggtccac
tgattggttt
gggtgggggc
ggggtgagta
aaaacgagga
ccatctggtc
gggcgttgga
gctecettgge
agacggtggt
caaggtcaac
cgececettgeg
cgtccacggt
gcaagtctag
ggggacccca
cgtagagggg

tggcgegeac
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actggtagtt
gcatgtcecct
gcgatagcag
gcatgetttt
ctacggcatc
cggcagtagt
cctegtcage
ggtgegettg
ggccaggtag
gcgcagettg
gagcttggge
gacggtctceg
tccececatge
ggtgacgaaa
tgttccgegg
ggccagcacg
tcgctccagg
gtaggtgtag
gcgttegtec
ctcectetga
ggatttgata
agaaaagaca
cagcaacttg
cgegatgttt
gcgctegteg
gctggtgget
cgagcagaat
aaagaccccg
cgectgetge
tggcatgggg
ctctectgagt

gtaatcgtat

aagagagctg
gactcgcatg
ttcttgcaag
gagcgtttga
tcgatccage
cggtgctegt
gtagtctggg
aggcetggtcec
catttgacca
cccttggagg
gcgagaaata
cattccacga
tttttgatgce
aggctgtccg
tcctectegt
aaggaggcta
gtgtgaagac
gccacgtgac
tcactctctt
aaagcgggca
ttcacctgge
atctttttgt
gcgatggage
agctgcacgt
ggcaccaggt
acctcteege
ggcggtaggg
ggcagecagge
catgcgeggg
tgggtgagcg
attccaagat

agttegtgeg
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cagctgecgt
ttttcecectga
gaagcaaagt
ccaagcagtt
atatctccte
ccagacgggc
tcacggtgaa
tgetggtget
tggtgtcata
aggcgccgca
ccgatteccegg
gccaggtgag
gtttcttace
tgtccecegta
atagaaactc
agtgggaggg
acatgtcgece
cgggtgttcc
ccgcateget
tgacttcetge
ccgeggtgat
tgtcaagctt
gcagggtttg
attcgegege
gcacgcgcca
gtaggcgcte
ggtctagetg
gcgegtegaa
cggcaagcgce
cggaggcgta
atgtagggta

agggagcgag

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120



gaggtcggga
gatggcatgt
gagacctacc
ggcggtgace
atcctgtcecece
gtactcttgg
gttgacggcce
ctteceggage
gtatttgaag
tttggaacgce
aggcataaag
ctgggcggeg
caagaagcgc
ttcaggggag
gacgaatgag
aaactggcga
ttececcagegg
atctcegeeg
ccaagtatag
gatcgggaag
gtagaagtcce
ctggcagcgg
gaagcagagt
ggctgcecttgt
gcegegegag
gcgcagatgg
ctgcaggttt
ttccaggggce
gactacggta
aagcggtgac

ggcaggggca

ccgaggttge
gagttggatg
gcgtcacgcea
tgcacgtcta
ttttttttee
atcggaaacc
tggtaggcge
gaggtgtggg
tcagtgtegt
ggatttggca
ttgcgtgtga
agcacgatct
gggatgeccct
ctgagccegt
ctccacaggt
cctatggcca
tcccatccaa
aacttcatga
gtctctacat
aactggatct
ctgcgacggg
tgcacgggcet
gggaatttga
ccttgacegt
cccaaagtcecc
gagctgtcca
acctcgcata
tggttggtgg
ccgegeggeg
gcgggcgage

cgtcggegece

tacgggcggg
atatggttgg
cgaaggaggc
gggcgcagta
acagctegeg
cgtcggectce
agcatccctt
tgagcgcaaa
cgcatccgee
gggcgaaggt
tgcggaaggg
cgtcaaagcc
tgatggaagg
gctctgaaag
cacgggccat
ttttttetgg
ggttcgegge
ccagcatgaa
cgtaggtgac
ccecgecacca
ccgaacactce
gtacatcctg
gceccctegee
ctggctgetce
agatgtcecge
tggtctggag
gacgggtcag
cggcgtcecgat
ggcggtggge
ccecggaggt

gcgcgegggce
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ctgctctget
acgctggaag
gtaggagtcg
gtccagggtt
gttgaggaca
cgaacggtaa
ttctacgggt
ggtgtcectg
ctgctececcag
gacatcgttg
tceceggeace
gttgatgttg
caatttttta
ggcccagtcet
tagcatttge
ggtgatgcag
taggtctege
gggcacgagce
aaagagacgc
attggaggag
gtgctggett
cacgaggttg
tggcgggttt
gaggggagtt
gcgeggeggt
ctcecegegge
ggcgcgggcet
ggcttgcaag
cgcgggggtyg
agggggggct

aggagctggt

cggaagacta
acgttgaagc
cgcagcttgt
tccttgatga
aactcttege
gagcctageca
agcgcgtatg
accatgactt
agcaaaaagt
aagagtatct
tcggaacggt
tggcccacaa
agttcctegt
gcaagatgag
aggtggtcge
tagaaggtaa
gcggcagtca
tgctteccaa
tcggtgegag
tggctattga
ttgtaaaaac
acctgacgac
ggctggtggt
acggtggatc
cggagcttga
gtcaggtcag
agatccaggt
aggccgcatce
tcecttggatg
ccggacccge

gctgegegeg
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tctgectgaa
tggcgtcectgt
tgaccagctc
tgtcatactt
ggtctttececa
tgtagaactg
cctgegegge
tgaggtactg
ccgtgegett
ttceegegeg
tgttaattac
tgtaaagttc
aggtgagcte
ggttggaage
gaaaggtcct
gcgggtcttg
ctagaggctce
aggcccccat
gatgcgagcc
tgtggtgaaa
gtgcgcagta
cgcgcacaag
cttctactte
ggaccaccac
tgacaacatc
gcgggagcete
gatacctaat
cccgeggege
atgcatctaa
cgggagaggg

taggttgctg

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980



gcgaacgcga
ggcccggtga
gcggectgge
atgaactgct
gcgaggtegt
cagacgcggce
agattgagct
ttgagggtgg
gattcgttga
aagttgaaaa
agctcggega
tcaatctect
gggacacggc
ccgeggegac
aagacgccgce
acggcgctaa
agcgagtccg
tcgcaaggta
gcggaggtge
agaagcacca
gcttegtttt
acttcttcett
gagtttggcc
ggctgaagca
gtgagggtag
gtgtaagtgce
teggtgtace
accaggtact
agggtggccg
tacctggaca

cggttccaga

aggcgcgege

cgacgcggceg
gcttgaacct
gcaaaatctc
cgatctette
tggaaatgcg
tgtagaccac
ccacgtgccg
tggcggtgtg
tatcccccaa
actgggagtt
cagtgtecgeg
cttccataag
ggcgacgacg
ggcgcatggt
ccgtcatgtce
cgatgcatcet
catcgaccgg
ggctgagcac
tgctgatgat
tgtccttggg
gacatcggceg
ctccttccte
gtaggtggeg
gggctaggte
actggaagtc
agttggccat
tgagacgcga
ggtatcccac
gggctceggg
tccaggtgat
tgttgcgecag

aatcgttgac

gttgatctcc
gaaagagagt
ctgcacgtct
ctecectggaga
ggccatgagce
gccccectteg
ggcgaagacg
ttetgeccacg
ggcctcaagg
gcgecgccgac
cacctegege
ggccteccect
gcegcaccggyg
ctcggtgacg
ccggttatgg
caacaattgt
atcggaaaac
cgtggcggge
gtaattaaag
tceggectge
caggtctttg
ttgtcctgceca
ccctettect
ggcgacaacg
atccatgtcc
aacggaccag
gtaagcccte
caaaaagtgc
ggcgagatct
gccggcggcg
cggcaaaaag

gctctagacce
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tgaatctgge
tcgacagaat
cctgagttgt
tcteegegte
tgcgagaagg
gcatcgeggg
gcgtagttte
aagaagtaca
cgctccatgg
acggttaact
tcaaaggcta
tcttettett
aggcggtcga
gcgcggecgt
gttggcgggg
tgtgtaggta
ctctcgagaa
ggcagcgggce
taggcggtct
tgaatgcgeca
tagtagtctt
tctcttgcat
cccatgegtg
cgceteggeta
acaaagcggt
ttaacggtct
gagtcaaata
ggcggegget
tccaacataa
gtggtggagg
tgctccatgg

gtgcaaaagg

gcctctgegt
caatttcggt
cttgataggc
cggctegete
cgttgaggcec
cgcgcatgac
gcaggegetg
taacccageg
cctcgtagaa
cctecctecag
caggggcctce
ctggcggegyg
caaagcgctce
tctegegggg
ggctgccatg
ctecegeegee
aggcgtctaa
ggcggtcggg
tgagacggcg
ggcggtegge
gcatgagcct
ctatcgctgce
tgaccccgaa
atatggectg
ggtatgcgcecce
ggtgacccgg
cgtagtegtt
ggcggtagag
ggcgatgata
cgcgeggaaa
tcgggacgcet

agagcctgta
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gaagacgacg
gtcgttgacg
gatctcggee
cacggtggeg
tcecctegtte
cacctgcgceg
aaagaggtag
tcegcaacgtg
gtccacggeg
aagacggatg
ttcttettet
tgggggaggg
gatcatctce
gcgcagttgg
cggcagggat
gagggacctg
ccagtcacag
gttgtttctg
gatggtcgac
catgccecag
ttctacegge
ggcggcggcg
gccectcate
ctgcacctge
cgtgttgatg
ctgegagage
gcaagtccge
gggccagegt
tccgtagatg
gtcgeggacg
ctggceggte

agcgggcact

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900



cttcegtggt
cccgtateeg
tgcgacgtca
gcgctagett
gcattaagtg
cceceeggtte
tgcaagaccc
cagatgcatc
cagcggcaga
gcggttgacg
ctggacttgg
ccaagggtgce
cgcgaccgeg
gagctgegge
gcgcgaaccg
tacgagcaga
acgecttgtgg
gcgetggage
cacagcaggg
cgctggetge
agcctggetg
gcccgcaaga
ttctacatge
aacgagcgca
ctgatgcaca
tcctactttg
gctggggccg
gaggaatatg
tttetgatca
agccgteegg

tgactgcgeg

ctggtggata
gcegteegece
gacaacgggg
ttttggccac
gctegetecece
gagtctcgga
cgcttgcaaa
cggtgetgeg
catgcagggc
cggcagcaga
aggagggcga
agctgaagceg
agggagagga
atggcctgaa
ggattagtcc
cggtgaacca
cgcgcgagga
aaaacccaaa
acaacgaggc
tcgatttgat
acaaggtggce
tataccatac
gcatggegcet
tccacaaggce
gcctgcaaag
acgcgggcge
gacctgggcet
acgaggacga
gatgatgcaa
ccttaactce

caatcctgac

aattcgcaag
gtgatccatg
gagtgctcct
tggcegegeg
tgtagecegga
ccggccggac
tteccteegga
gcagatgege
accctccect
tggtgattac
gggcctggeg
tgatacgegt
gcecgaggag
tcgegagegg
cgcgcgegea
ggagattaac
ggtggctata
tagcaagcceg
attcagggat
aaacatcctg
cgccatcaac
cccttacgtt
gaaggtgcett
cgtgagegtg
ggccctgget
tgacctgege
ggcggtggca
tgagtacgag
gacgcaacgg
acggacgact

gcgtteegge

ES 2774964 T3

ggtatcatgg
cggttaccge
tttggcttce
cagcgtaage
gggttatttt
tgcggcgaac
aacagggacg
cccectecte
cctectaceg
gaacccccge
cggctaggag
gaggcgtacg
atgcgggatce
ttgctgegeg
cacgtggegg
tttcaaaaaa
ggactgatge
ctcatggege
gcgctgcectaa
cagagcatag
tattccatge
cccatagaca
accttgageg
agccggeggce
ggcacgggca
tgggccecccaa
ccegegegeg
ccagaggacg
acccggeggt
ggcgccaggt

agcagccgca

cggacgaccg
ccgegtgteg
ttccaggcge
ggttaggetg
ccaagggttg
gggggtttge
agccccetttt
agcagcggca
cgtcaggagg
ggcgcecggge
cgecectetcee
tgcegeggea
gaaagttcca
aggaggactt
ccgccgacct
gctttaacaa
atctgtggga
agctgttect
acatagtaga
tggtgcagga
ttagecetggg
aggaggtaaa
acgacctggg
gcgagctcag
gcggcgatag
gccgacgege
ctggcaacgt
gcgagtacta
gcgggceggeg
catggaccgce

ggccaaccgg
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gggttcgage
aacccaggtg
ggcggetget
gaaagcgaaa
agtcgeggga
ctcceegtea
ttgcttttec
agagcaagag
ggcgacatcce
ccggcactac
tgagcggcac
gaacctgttt
cgcagggcegce
tgagcccgac
ggtaaccgca
ccacgtgegt
ctttgtaage
tatagtgcag
gcccgagggce
gcgcagcettg
caagttttac
gatcgagggg
cgtttatcge
cgaccgcgag
agaggccgag
cctggaggceca
cggcggegtg
agcggtgatg
ctgcagagcee
atcatgtcge

ctctcegeaa

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760



ttctggaage
taaacgcgct
cgcetgettca
tggtggggga
tgggctccat
gacaggagga
aaagtgaggt
agaccgtaaa
ccacaggcga
tgctaatagc
tgctgacact
agattacaag
taaactacct
aggaggagcg
gggtaacgcc
cctcaaaccg
accccgagta
acaccggggg
acagcgtgtt
aggcggeget
cggccccgceg
ctcgcaccac
agccgcageg
tggacaagat
gcccgcccac
actcggcaga
ttecgeeccecag
ctcaccaagg
cggcgatgta
tggcggegge
ggtacctgeg

tcgacaccac

ggtggtceceg
ggccgaaaac
gcgegtgget
tgtgecgegag
ggttgcacta
ctacaccaac
gtaccagtct
cctgagecag
ccgcgegace
gcccttecacg
gtaccgcgag
tgtcagecge
gctgaccaac
cattttgcge
cagcgtggeg
gcegtttate
tttcaccaat
attcgaggtg
ttccccegcaa
gcgaaaggaa
gtcagatgct
ccgceccgege
cgaaaaaaac
gagtagatgg
ccgtcgtcaa
cgacagcagce
gctggggaga
ccatggcacc
tgaggaaggt
gctgggttet

gcctaceggg

cegtgtgtac

gcgcgcgcaa
agggccatcc
cgttacaaca
gcegtggege
aacgccttcce
tttgtgagcg
gggccagact
gctttcaaaa
gtgtctaget
gacagtggca
gccataggtce
gcgetgggge
cggcggcaga
tacgtgcagc
ctggacatga
aaccgcctaa
gccatcttga
cccgagggta
ccgcagaccc
agcttcegea
agtagcccat
ctgctgggeg
ctgecteegg
aagacgtacg
aggcacgacc
gtectggatt
atgttttaaa
gagcgttggt
cctectecct
cccttegatg
gggagaaaca

ctggtggaca
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accccacgca
ggcccgacga
gcggcaacgt
agcgtgageg
tgagtacaca
cactgcggct
attttttcca
acttgcaggg
tgctgacgece
gcgtgtceeg
aggcgcatgt
aggaggacac
agatccccte
agagcgtgag
ccgegegeaa
tggactactt
acccgcactg
acgatggatt
tgctagagtt
ggccaagcag
ttccaagett
aggaggagta
catttcccaa
cgcaggagca
gtcagcgggg
tgggagggag
aaaaaaaaaa
tttcettgtat
cctacgagag
ctceceectgga
gcatccgtta

acaagtcaac

cgagaaggtg
ggccggectg
gcagaccaac
cgcgcagcag
gcccgccaac
aatggtgact
gaccagtaga
gctgtggggg
caactcgcege
ggacacatac
ggacgagcat
gggcagectg
gttgcacagt
ccttaacctg
catggaaccg
gcategegeg
gctaccgece
cctctgggac
gcaacagcgce
cttgtccgat
gatagggtct
cctaaacaac
caacgggata
cagggacgtg
tctggtgtgg
tggcaacceg
gcatgatgceca
tcececttagt
tgtggtgage
ccegeegttt
ctctgagttg

ggatgtggca
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ctggcgatcg
gtctacgacg
ctggaccggce
cagggcaacc
gtgcegeggg
gagacaccgc
caaggcctge
gtgegggete
ctgttgetge
ctaggtcact
actttccagg
gaggcaaccc
ttaaacagcg
atgcgcgacg
ggcatgtatg
geccgecgtga
cctggtttct
gacatagacg
gagcaggcag
ctaggcegetg
cttaccagca
tcgectgetge
gagagcctag
ccaggcccge
gaggacgatg
tttgcgecace
aaataaaaaa
atgcggcgeg
gcggcgecag
gtgectecge
gcacccctat

tcectgaact

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680



accagaacga
gggaggcaag
aaaccatcct
aggcgcegggt
agtgggtgga
tgaacaacgc
gcgacatcgg
gtcttgtcat
caggatgcgg
ggcaaccctt
ccgcactgtt
ggggtggege
cagccgceggce
ttgccacacg
ccgectgegea
aggacagcaa
gcagctggta
tgctttgeac
tgatgcaaga
gcgecgaget
aactcatccg
ttttggegeg
cagatcacgg
ctgacgccag
gcgtectatce
acacaggctg
accaacaccc
gccgecactgg
actacacgcce
gcggagceceg

gccgccgace

ccacagcaac
cacacagacc
gcataccaac
gatggtgtcg
gttcacgetg
gatcgtggag
ggtaaagttt
gcectggggta
ggtggacttc
ccaggagggc
ggatgtggac
aggcggcagce
aatgcagceg
ggctgaggag
acccgaggtc
gaaacgcagt
ccttgecatac
tcctgacgta
cccecgtgacce
gttgececegtg
ccagtttacc
cccgecagcec
gacgctaccg
acgccgcacc
gagccgcact
gggcctgege
agtgcgegtg
gcgcaccace
cacgccgcca
gcgctatget

cggcactgcec

tttctgacca
atcaatcttg
atgccaaatg
cgcttgecta
cccgagggea
cactacttga
gacacccgca
tatacaaacg
acccacagce
tttaggatca
gcctaccagg
aacagcagtg
gtggaggaca
aagcgcgetg
gagaagcctc
tacaacctaa
aactacggceg
acctgegget
ttccgectceca
cactccaaga
tctetgaccee
cccaccatca
ctgcgcaaca
tgccectacg
ttttgagcaa
ttcccaagea
cgcgggcact
gtcgatgacg
ccagtgtcca
aaaatgaaga

gcccaacgeg
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cggtcattca
acgaccggtce
tgaacgagtt
ctaaggacaa
actactccega
aagtgggcag
acttcagact
aagccttcceca
gcctgagcaa
cctacgatga
cgagcttgaa
gcagcggege
tgaacgatca
aggccgaagce
agaagaaacc
taagcaatga
accctcagac
cggagcaggt
cgcgccagat
gcttctacaa
acgtgttcaa
ccaccgtcag
gcatcggagg
tttacaaggce
gcatgtccat
agatgtttgg
accgcgegece
ccatcgacge
cagtggacgce
gacggcggag

cggcggegge

aaacaatgac
gcactggggc
catgtttacc
tcaggtggag
gaccatgacce
acagaacggg
ggggtttgac
tccagacate
cttgttggge
tctggagggt
agatgacacc
ggaagagaac
tgccattege
agcggccgaa
ggtgatcaaa
cagcacctte
cggaatcege
ctactggtcg
cagcaacttt
cgaccaggcc
tegetttece
tgaaaacgtt
agtccagcga
cctgggcata
ccttatateg
cggggccaag
ctggggcgeg
ggtggtggag
ggccattcag
gcgcgtagea

cctgcettaac
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tacagcccgg
ggcgacctga
aataagttta
ctgaaatacg
atagacctta
gttctggaaa
cccgtecactg
attttgetge
atccgcaage
ggtaacattc
gaacagggcg
tccaacgegg
ggcgacacct
gctgecgecece
cccctgacag
acccagtacc
tcatggacce
ttgccagaca
ccggtggtgg
gtctactccc
gagaaccaga
cctgetctcea
gtgaccatta
gtctegecge
cccagcaata
aagcgctceceg
cacaaacgcg
gaggcgcgcea
accgtggtge
cgtcgeccacce

cgcgcacgtce

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540



gcaccggccg
tgcceccecag
ctcagggtcg
ccgtgegeac
gttgtatgta
aagagatgct
attacaagcc
ttgacgacga
gtcgacgcegt
gctccacceg
agcaggccaa
cgttgeeget
tgctgecege
tggcacccac
aaatgaccgt
cgecgggact
ttgccaccge
atgccgeggt
acccgtggat
cecgecagege
atcgtggcta
gaacccgccg
tggctcgega
tttaaaagcc
cggtgccggg
cgggcggceat
gcggtatect
ttgcatcegt
atcaaaataa
gaagacatca
tggcaagata

agcggcatta

acgggcggee
gtccaggcga
caggggcaac
ccgeeccecg
tccageggeg
ccaggtcatc
ccgaaagcta
ggtggaactg
aaaacgtgtt
cacctacaag
cgagcgectce
ggacgagggc
gcttgcaccg
cgtgcagcetg
ggaacctggg
gggcgtgeag
cacagagggc
gcaggcggtc
gtttegogtt
gctactgece
cacctaccgce
ccgecgtege
aggaggcagyg
ggtctttgtg
attccgagga
gcgtegtgeg
gceectectt
ggccttgecag
aaagtctgga
actttgegte
tcggcaccag

aaaatttecgg

atgegggecg
cgagcggccyg
gtgtattggg
cgcaactaga
gcggcgegcea
gcgccggaga
aagcgggtca
ctgcacgcecta
ttgcgacceg
cgcgtgtatg
ggggagtttg
aacccaacac
tccgaagaaa
atggtaccca
ctggagcecg
accgtggacg
atggagacac
gctgeggccg
tcagccecee
gaatatgcecc
cccagaagac
cgtcgccage
accctggtge
gttcttgecag
agaatgcacc
caccaccggce
attccactga
gcgcagagac
ctctcacgcet
tctggeceeg
caatatgagc

ttccaccgtt

ES 2774964 T3

ctcgaaggct
ccgcagcagce
tgcgegactce
ttgcaagaaa
acgaagctat
tctatggccec
aaaagaaaaa
ccgegeccag
gcaccaccgt
atgaggtgta
cctacggaaa
ctagcctaaa
agcgcggcect
agcgccagceg
aggtcegegt
ttcagatacc
aaacgtcccecce
cgtccaagac
ggcgcececgeg
tacatcctte
gagcaactac
ccgtgcectgge
tgccaacagce
atatggccct
gtaggagggg
ggcggcgcge
tegeegegge
actgattaaa
cgettggtee
cgacacggct
ggtggcgect

aagaactatg

ggccgegggt
cgcggcecatt
ggttagegge
aaactactta
gtccaagecge
cccgaagaag
gaaagatgat
gcgacgggta
agtctttacg
cggcgacgag
gcggcataag
gcccgtaaca
aaagcgcgag
actggaagat
gcggccaatc
cactaccagt
ggttgcctca
ctctacggag
ccgttcogagg
cattgecgect
ccgacgccga
cccgatttcce
gcgctaccac
cacctgecege
catggccggce
gtecgcacegt
gattggecgee
aacaagttgce
tgtaactatt
cgegecegtt
tcagetgggg

gcagcaaggce
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attgtcactg
agtgctatga
ctgcgegtge
gactcgtact
aaaatcaaag
gaagagcagg
gatgatgaac
cagtggaaag
cccggtgage
gacctgcttg
gacatgctgg
ctgcagcagg
tctggtgact
gtcttggaaa
aagcaggtgg
agcaccagta
gcggtggegyg
gtgcaaacgg
aagtacggcg
accccecegget
accaccactg
gtgcgcaggg
cccagcatcg
ctecegtttee
cacggcctga
cgcatgegeg
gtgccecggaa
atgtggaaaa
ttgtagaatg
catgggaaac
ctegetgtgg

ctggaacagce

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460



agcacaggcc
gatggcctgg
aagattaaca
acagtgtctce
gtgacgcaaa
acccgtccca
gacctgectce
gttgtaacce
cggcccgtag
caatccctga
gcgtccatgt
tacccctteg
gtacctgage
taacaagttt
gcgtttgacg
gcggttcace
catcecgegge
cgcectgget
tgaaataaac
gcagcaaaaa
gggtattcaa
tgaacctcaa
agtcctaaaa
tgaaaatgga
ggaaatgcaa
taaagtggta
catgcccact
caggcctaat
gggtaatatg
agacagaaac

gtacttttct

agatgctgag
cctectggeat
gtaagcttga
cagaggggcyg
tagacgagcc
tcgegeccat
ccceccgecga
gtcctageeg
ccagtggcaa
agcgccgacg
cgccgccaga
atgatgccge
ccegggetgg
agaaacccca
ctgcggttca
ctagctgtgg
gtgctggaca
cccaagggtg
ctagaagaag
actcacgtat
ataggtgtcg
ataggagaat
aagactaccc
gggcaaggca
tttttctcaa
ttgtacagtg
attaaggaag
tacattgcett
ggtgttctgg
acagagcttt

atgtggaatc

ggataagttg
tagcggggtg
tccecegecect
tggcgaaaag
tcecctegtac
ggctaccgga
cacccagcag
cgegteectg
ctggcaaagce
atgcttctga
ggagctgctg
agtggtctta
tgcagtttge
cggtggegee
tcectgtgga
gtgataaccg
ggggccctac
ccccaaatce
aggacgatga
ttgggcagge
aaggtcaaac
ctcagtggta
caatgaaacc
ttcttgtaaa
ctactgaggc
aagatgtaga
gtaactcacg
ttagggacaa
cgggccaagce
cataccagct

aggctgttga
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aaagagcaaa
gtggacctgg
cccgtagagg
cgtecegegee
gaggaggcac
gtgctgggece
aaacctgtgc
cgeegegecyg
acactgaaca
tagctaacgt
agccgccgeg
catgcacatc
ccgegecace
tacgcacgac
ccgtgaggat
tgtgectggac
ttttaagcce
ttgcgaatgg
caacgaagac
gccttattet
acctaaatat
cgaaacagaa
atgttacggt
gcaacaaaat
agccgcaggce
tatagaaacc
agaactaatg
ttttattggt
atcgcagttg
tttgcttgat

cagctatgat

atttccaaca
ccaaccaggc
agcctceccacce
ccgacaggga
taaagcaagg
agcacacacc
tgccaggece
ccagcggtce
gcatcgtggg
gtcgtatgtg
cgcccgettt
tcgggecagg
gagacgtact
gtgaccacag
actgcgtact
atggcttcca
tactctggeca
gatgaagctg
gaagtagacg
ggtataaata
gccgataaaa
attaatcatg
tcatatgcaa
ggaaagctag
aatggtgata
ccagacacte
ggccaacaat
ctaatgtatt
aatgctgttg
tccattggtg

ccagatgtta
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aaaggtggta
agtgcaaaat
ggccgtggag
agaaactctg
cctgeeccace
cgtaacgctg
gaccgccegtt
gcgategttg
tetgggggtg
tgtcatgtat
ccaagatggc
acgcctcgga
tcagectgaa
accggtccca
cgtacaaggc
cgtactttga
ctgcctacaa
ctactgctct
agcaagctga
ttacaaagga
catttcaacc
cagctgggag
aacccacaaa
aaagtcaagt
acttgactcc
atatttctta
ctatgcccaa
acaacagcac
tagatttgca
atagaaccag

gaattattga

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320



aaatcatgga
tacagagact
tgctacagaa
caatctaaat
cgacaagcta
ctacatgaac
acgctggtcce
cctgegetac
gcctcagaag
gtggaacttc
ggttgacgga
ggcccacaac
ctttaacgac
cgtgcccata
ccttaagact
tggctctata
cattaccttt
gtttgaaatt
caaagactgg
tatcccagag
ccgtcaggtg
acacaacaac
ccctgetaac
aaagtttctt
gggcgcactc
catgactttt
ctttgacgtg
cacgcectte
gcecgecatgg
ccatattttt
gcctgegeca

gcctggaacce

actgaagatg
cttaccaagg
ttttcagata
gccaacctgt
aagtacagtc
aagcgagtgg
cttgactata
cgctcaatgt
ttctttgeca
aggaaggatg
gccagcatta
accgectcca
tatctcteceg
tccatccect
aaggaaaccc
ccctacctag
gactcttctg
aagcgctcag
ttcectggtac
agctacaagg
gtggatgata
tctggatttg
ttcecectate
tgcgatecgea
acagacctgg
gaggtggatc
gtecegtgtge
tecggeecggea
gctccagtga
tgggcaccta
tagtcaatac

cgcactcaaa

aacttccaaa
taaaacctaa
aaaatgaaat
ggagaaattt
cttccaacgt
tggctceegg
tggacaacgt
tgctgggcaa
ttaaaaacct
ttaacatggt
agtttgatag
cgcttgagge
ccgccaacat
cccgcaactg
catcactggg
atggaacctt
tcagctggece
ttgacgggga
aaatgctagce
accgcecatgta
ctaaatacaa
ttggctacct
cgcttatagg
ccetttggeg
gccaaaacct
ccatggacga
accagccgea
acgccacaac
gcaggaactg
tgacaagcge
ggccggtege

aacatgctac
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ttactgcettt
aacaggtcag
aagagttgga
cctgtactec
aaaaatttct
gctagtggac
caacccattt
tggtcegetat
ccttetectg
tctgcagage
catttgcctt
catgcttaga
gctctaccct
ggcggctttce
ctecgggctac
ttacctcaac
tggcaatgac
gggttacaac
taactataac
ctececttettt
ggactaccaa
tgccecccacce
caagaccgca
catcccattce
tctctacgec
gcccacccett
cegeggegte
ataaagaagc
aaagccattg
tttccagget
gagactgggg

ctctttgage

ccactgggag
gaaaatggat
aataattttg
aacatagcge
gataacccaa
tgctacatta
aaccaccacc
gtgcecettece
ccgggcetcat
tcecctaggaa
tacgccacct
aacgacacca
atacccgcca
cgcggetggyg
gacccttatt
cacaccttta
cgcctgcetta
gttgcccagt
attggctacc
agaaacttcc
caggtgggca
atgcgcgaag
gttgacagca
tccagtaact
aactccgecce
ctttatgttt
atcgaaacceg
aagcaacatc
tcaaagatct
ttgtttctee
gcgtacactg

cctttggett
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gtgtgattaa
gggaaaaaga
ccatggaaat
tgtatttgee
acacctacga
accttggagce
gcaatgctgg
acatccaggt
acacctacga
atgacctaag
tcttececat
acgaccagte
acgctaccaa
ccttcacgeg
acacctactc
agaaggtggce
cccccaacga
gtaacatgac
agggcttcta
agcccatgag
tcctacacca
gacaggccta
ttacccagaa
ttatgtccat
acgcgctaga
tgtttgaagt
tgtacctgeg
aacaacagct
tggttgtggg
acacaagctc
gatggccettt

ttctgaccag

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060

21120

21180

21240



cgactcaagc
tctteceeeg
tcggecgect
actcccatgg
aacagtcccecce
gagcgccact
tgtcacttga
ttttatttgt
aaatcaaagg
tggtgtttag
tcactccaca
aagtcgcagt
tggaacacta
tcecgegteca
cccaaaaagg
tgacecgtgece
aaagccacct
tgattggeceg
accacatttc
gcgegetgece
atgecttcecegt
gcgcagecceg
tgcaggaatc
ccgeggtget
ggcagtagtt
cgcgcagect
accgtaattt
cgcgccactg
ttgattagca
tcctegetgt

ttctttttet

aggtttacca
accgctgtat
gtggactatt
atcacaaccc
aggtacagcecce
cgccctactt
aaaacatgta
acactctcecgg
ggttctgecg
tgctccactt
ggctgcgcac
tggggcctece
tcagegecgg
ggtcctecge
gcgegtgece
cggtctggge
gagcctttge
gacaggccgce
ggccccaccg
cgtttteget
gtagacactt
tgggctegtg
gccccatcat
cctegttecag
tgaagttcge
ccatgcecectt
cactttcege
ggtcgtcette
ccggtgggtt
ccacgattac

tecttgggege

gtttgagtac
aacgctggaa
ctgctgecatg
caccatgaac
caccctgegt
ccgcagcecac
aaaataatgt
gtgattattt
cgcatcgcecta
aaactcaggc
catcaccaac
gcectgegeg
gtggtgecacg
gttgctcagg
aggctttgag
gttaggatac
gcecttcagag
gtcgtgecacg
gttcttcacg
cgtcacatcc
aagctcgect
atgcttgtag
cgtcacaaag
ccaggtcttg
ctttagatcg
ctcccacgea
ttegetggge
attcagccge
gctgaaaccce
ctctggtgat

aatggccaaa
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gagtcactce
aagtccaccc
tttctcecacg
cttattaccg
cgcaaccagg
agtgcgcaga
actagagaca
acccccacce
tgcgecactg
acaaccatcc
gcgtttagca
cgcgagttge
ctggececagea
gcgaacggag
ttgcactcge
agcgcectgea
aagaacatgc
cagcaccttg
atcttggecct
atttcaatca
tecgatctcag
gtcacctetg
gtcttgttge
catacggccg
ttatccacgt
gacacgatcg
tcttectett
cgcactgtge
accatttgta
ggcgggegcet

tcecgecgeeg

tgcgecgtag
aaagcgtaca
cctttgccaa
gggtacccaa
aacagctcta
ttaggagcge
ctttcaataa
ttgecegtcetg
gcagggacac
gcggcagete
ggtcgggege
gatacacagg
cgcetettgte
tcaactttgg
accgtagtgg
taaaagcctt
cgcaagactt
cgtcggtgtt
tgctagactg
cgtgcteett
cgcageggtg
caaacgactg
tggtgaaggt
ccagagctte
ggtacttgte
gcacactcag
cctettgegt
gcttacctce
gcgecacate
cgggcttggg

aggtcgatgg
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cgccattgcet
ggggcccaac
ctggccccaa
ctccatgete
cagcttccectg
cacttctttt
aggcaaatgce
cgecgtttaa
gttgcgatac
ggtgaagttt
cgatatcttg
gttgcagcac
ggagatcaga
tagctgecett
catcaaaagg
gatctgectta
gccggaaaac
ggagatctge
ctccttcage
atttatcata
cagccacaac
caggtacgce
cagctgcaac
cacttggtca
catcagcgceg
cgggttcate
ccgcatacca
tttgccatge
ttetetttet
agaagggcgce

ccgegggcetg

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040

23100



ggtgtgcgeg
cgcctcatce
acgtcctcca
cgctgetect
tcagtcgaga
gatgccgeca
gtgattatcg
acagaggata
ggggacgaaa
cagcgccagt
atagcggatg
cgccaagaaa
gtgccagagg
tgccgtgeca
cctgatatcg
aagcgegegg
ttggtggaac
acccactttg
gagctgatcg
gaggagggcec
cctgecgact
cttgagtgca
ttgcactaca
ctctgecaacce
cttcattcca
tttctatget
aacctcaagg
aacgagcgcet
accctgcaac
tttatcctag
gtgcccatta

ctagccaact

gcaccagcgc
gcttttttgg
tggttggggg
cttceccgact
agaaggacag
acgcgcctac
agcaggaccce
aaaagcaaga
ggcatggcga
gcgccattat
tcagecttge
acggcacatg
tgcttgecac
accgcagcceg
cctegetcaa
caaacgctcet
tcgagggtga
cctaccecgge
tgcgecgtge
taccecgecagt
tggaggagcg
tgcagcggtt
cctttcgaca
tggtctecta
cgctcaaggg
acacctggca
agctgcagaa
cegtggecege
agggtctgece
agcgctcagg
agtaccgcga

accttgecta

gtcttgtgat
gggcgccecgg
acgtecgcgece
ggccatttec
cctaaccgece
caccttccece
aggttttgta
ccaggacaac
ctacctagat
ctgcgacgceg
ctacgaacgce
cgagcccaac
ctatcacatc
agcggacaag
cgaagtgcca
gcaacaggaa
caacgcgcgce
acttaaccta
gcagcccctg
tggcgacgag
acgcaaacta
ctttgctgac
gggctacgta
ccttggaatt
cgaggcgcgce
gacggccatg
actgctaaag
gcacctggeg
agacttcacc
aatcttgece
atgcceccteeg

ccactctgac
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gagtcttcet
ggaggcggcg
gcaccgegte
ttctectata
ccctetgagt
gtcgaggcac
agcgaagacg
gcagaggcaa
gtgggagacg
ttgcaagagc
cacctattct
ccgegectea
tttttccaaa
cagctggcct
aaaatctttg
aacagcgaaa
ctagccgtac
ccccccaagg
gagagggatg
cagctagege
atgatggccg
ccggagatgc
cgccaggect
ttgcacgaaa
cgcgactacg
ggcgtttgge
caaaacttga
gacatcattt
agtcaaagca
gccacctget
ccgetttggg

ataatggaag

cgtcctcgga
gcgacgggga
cgcgeteggg
ggcagaaaaa
tecgecaccac
ccececgettga
acgaggaccg
acgaggaaca
acgtgetgtt
gcagcgatgt
caccgegegt
acttctacce
actgcaagat
tgcggcaggg
agggtcttgg
atgaaagtca
taaaacgcag
tcatgagcac
caaatttgca
gctggcecttcea
cagtgctegt
agcgcaagct
gcaagatctc
accgecttgg
tccgegactg
agcagtgcectt
aggacctatg
tcecececgaacg
tgttgcagaa
gtgcacttce

gccactgceta

acgtgagcgg
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ctcgatacge
cggggacgac
ggtggtttcg
gatcatggag
cgcctcecace
ggaggaggaa
ctcagtacca
agtcgggcgg
gaagcatctg
gccectegee
accccccaaa
cgtatttgee
acccctatce
cgctgtcata
acgcgacgag
ctectggagtg
catcgaggtc
agtcatgagt
agaacaaaca
aacgcgcgag
taccgtggag
agaggaaaca
caacgtggag
gcaaaacgtg
cgtttactta
ggaggagtgc
gacggectte
cctgettaaa
ctttaggaac
tagcgacttt
ccttetgeag

tgacggtcta

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840

24900

243960

25020



ctggagtgtc
cagctgctta
gaaaagtccg
cgcaaatttg
cgcecgecta
ttgcaagcca
ttggacccecce
cagcagecge
gccacccacg
ggaggaggac
ggtgtcagac
ggcaaccggt
tegeegaccee
gccgecegtta
gaacgccata
tcttectctac
ctacagccca
ggcgaccgga
gaggaggagc
ggatttttcce
aaataaaaaa
atcagctteg
ctcttaagga
agcggccaca
cgcectacat
actcaacccg
tacgcgeccca
ataaccttaa
ccactgtggt
agcttgeggg

caatcagagg

actgtcgcetg
acgaaagtca
cggctccggg
tacctgagga
atgcggaget
tcaacaaagc
agtccggcga
gggccecttge
gacgaggagyg
atgatggaag
gaaacaccgt
tccagcatgg
aaccgtagat
gcccaagagce
gttgcttgcet
catcacggcg
tactgcaccg
tagcaagact
gctgegtctg
cactctgtat
caggtctctg
gcgcacgcetg
ctagtttege
cccggegeca
gtggagttac
aataaactac
ccgaaaccga
tcceegtagt
acttcccaga
cggectttegt

gcgaggtatt

caacctatgce
aattatcggt
gttgaaactc
ctaccacgcece
taccgectge
ccgccaagag
ggagctcaac
ttcccaggat
aatactggga
actgggagag
cacccteggt
ctacaacctc
gggacaccac
aacaacagcg
tgcaagactg
tggccttceccee
gcggcagegg
ctgacaaagc
gcgcccaacg
gctatatttc
cgatccctceca
gaagacgcgg
gcectttete
gcacctgttg
cagccacaaa
atgagcgcegg
attctcctgg
tggceccgetg
gacgcccagg
cacagggtgc

cagctcaacg
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accccgeacce
acctttgagce
actcecgggge
cacgagatta
gtcattacce
tttctgectac
ccaatcccce
ggcacccaaa
cagtcaggca
cctagacgag
cgcattcecce
cgctectecag
tggaaccagg
ccaaggctac
tgggggcaac
ccgtaacate
cagcaacagc
ccaagaaatc
aacccgtatc
aacagagcag
ccegeagetg
aggctctcett
aaatttaagc
tcagcgeccat
tgggacttge
gaccccacat
aacaggcggce
ccctggtgta
ccgaagttca
ggtcgccegg

acgagtcggt

gctcectggt
tgcagggtcc
tgtggacgtc
ggttctacga
agggccacat
gaaagggacg
cgccgecgea
aagaagctge
gaggaggttt
gaagcttccg
tcgeceggege
gcgccgecgg
gccggtaagt
cgctcatgge
atctccetteg
ctgcattact
agcggccaca
cacagcggcg
gacccgcgag
gggccaagaa
cctgtatcac
cagtaaatac
gcgaaaacta
tatgagcaag
ggctggagcet
gatatccegg
tattaccacc
ccaggaaagt
gatgactaac
gcagggtata

gagctcctceg

96

ttgcaattcg
ctcgectgac
ggcttacctt
agaccaatcc
tecttggeccaa
gggggtttac
gccctatcag
agctgeegece
tggacgagga
aggtcgaaga
cccagaaatc
cactgcccegt
ccaagcagcc
gcgggcacaa
cccgecegett
accgtcatct
cagaagcaaa
gcagcagcag
cttagaaaca
caagagctga
aaaagcgaag
tgcgegetga
cgtcatctce
gaaattccca
gcccaagact
gtcaacggaa
acacctcgta
cccgcetecca
tcaggggege
actcacctga

cttggtctce

25080

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520

26580

26640

26700

26760

26820

26880



gtcecggacgg
caatcctaac
aatttattga
actatccgga
actgaatgtt
gccacaagtg
atatcgaggg
tgattecggga
tcactgtgat
gtgctgagta
aacgccaccg
atctctcect
ctctecgage
acgagtgcgt
cggacagacc
gtattaggcce
ctattctaat
ctttattctt
catttattgt
ctaggtttac
ccagcctgta
accacagaac
tatgctattt
agtcataaaa
atgagcaaac
tgctgcactg
tacaaaagca
agctaatgtc
attataatta
aacaattgac
atgtcagcat

cgacccaccc

gacatttcag
tctgcagacc
ggagtttgtg
tcaatttatt
aagtggagag
ctttgceege
cccggegeac
gtttacccag
ttgcaactgt
taataaatac
tcttcacceg
ctgtgattta
tcagctactc
caccggccgce
tcaataactc
aaaggcgcag
tcaggtttct
atactaacgc
cagcttttta
tcaceccttge
atgttacatt
atgaaaagct
ggcagccagg
cttttatgta
agtataagtt
ctatgctaat
gacgcagctt
accactaact
gaataggatt
tctatgtggg
ctgactttgg

taacagagat

atcggcggeg
tcgtectetg
ccatecggtct
cctaactttg
gcagagcaac
gactccggtg
ggcgtecgge
cgccccctge
cctaaccctg
agaaattaaa
cccaagcaaa
caacagtttce
catcagaaaa
tgcaccacac
tgtttaccag
ctactgtggg
ctagaatcgg
ttctctgect
aacgctgggg
gtcagcccac
cgcagctgaa
gcttattcge
tgacactaca
tacttttceca
gtggcceccca
tacagtgctce
tattgaggaa
gctttacteg
taaacccccce
atatgctcca
ccagcacctg

gaccaacaca
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ccggecegete
agccgcegcete
actttaaccc
acgcggtaaa
tgcgectgaa
agttttgcta
ttaccgcceca
tagttgagecg
gattacatca
atatactggg
ccaaggcgaa
aacccagacg
aacaccaccce
ctaccgeccectg
aacaggaggt
gtttatgaac
ggttggggtt
aaggctcgcc
tcgccaccca
ggtaccaccc
gctaatgagt
cacaaaaaca
gagtataatg
ttttatgaaa
caaaattgtg
gectttggtet
aagaaaatgc
ctgcttgcaa
ggtcatttecc
gcgctacaac
tccegeggat

accaacgcgg

ttcattcacg
tggaggcatt
cttcteoggga
ggacteggeg
acacctggtc
ctttgaattg
gggagagctt
ggacagggga
agatctttgt
gctcctateg
ccttacctgg
gagtgagtct
tccttacctg
accgtaaacc
gagcttagaa
aattcaagca
attctctgtc
gcctgetgtg
agatgattag
aaaaggtgga
gcaccactct
aaattggcaa
ttacagtttt
tgtgcgacat
tggaaaacac
gtaccctact
cttaatttac
aacaaattca
tgctcaatac
cttgaagtca
ttgttccagt

ccgecgcetac
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cctegtcagg
ggaactctge
ccteeceggee
gacggctacg
cactgtcgece
cccgaggatce
gccegtagec
cectgtgtte
tgccatctct
ccatcctgta
tacttttaac
acgagagaac
ccgggaacgt
agactttttc
aacccttagg
actctacggg
ttgtgattct
tgcacatttg
gtacataatc
ttttaaggag
tataaaatgc
gtatgctgtt
ccagggtaaa
taccatgtac
tggcactttc
ctatattaaa
taagttacaa
aaaagttagce
cattcccectg
ggcttecctgg
ccaactacag

cggacttaca

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

27420

27480

27540

27600

27660

27720

27780

27840

27900

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800



tctaccacaa
tggtggttct
ctaaagcgca
aatgatggaa
ttaaatgaga
gcgtgctcca
gtctatttge
atcgccettta
ccccagtaca
ctgtgacttt
ctcaaagaca
aaaaaagcga
gtaccatctt
ccatgaacca
gcggetttgt
actttaatct
acagagcagc
gagctccaag
caggccaaag
accaagcgtc
tcggtagaaa
cttattaaga
ataaagcatc
ctcecttgece
caatctaaat
gttgttgecag
tgacacggaa
tgggtttcaa
ctccaatgge
ccttacctce

aaacctggaa

atacacccca
ccatagcgcet
aacgcgcccg
tccatagatt
catgattcet
cattggctge
tttacggatt
tccagtgeat
gggacaggac
tctgctgatt
tatatcatgc
tctttecegaa
agccctaget
cccaactttce
cccagccaat
aacaggagga
gcctgectaga
acatggttaa
tcacctacga
agaaattggt
ccgaaggcetg
ccetgtgegg
acttacttaa
tccteccage
ggaatgtcag
atgaagcgeg
accggtccte
gagagtcccce
atgecttgege
caaaatgtaa

atatctgcac

agtttctgcee
tatgtttgta
accacccatc
ggacggactg
cgagttttta
ggtttctcac
tgtcaccctce
tgactgggtce
tatagctgag
atttgcaccc
agattcactc
gcectggttat
atatatccct
ccecgegecceg
cagcctcegee
gatgactgac
aagacgcagg
cttgcaccag
cagtaatacc
ggtcatggtg
cattcactca
tctcaaagat
aatcagttag
tctggtattg
tttcctectg
caagaccgtce
caactgtgcc
ctggggtact
tcaaaatggg
ccactgtgag

ccctcacagt
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tttgtcaata
tgcecttatta
tatagtccca
aaacacatgt
tattactgac
atcgaagtag
acgctcatct
tgtgtgeget
cttcttagaa
tatctgegtt
gtatatggaa
atgcaatcat
accttgacat
ctatgcttce
caccttctece
accctagate
gcagcggcecg
tgcaaaaggg
accggacacc
ggagaaaagc
ccttgtcaag
cttattcecct
caaatttctg
cagcttectce
ttecectgteca
tgaagatacc
ttttcttact
ctctttgege
caacggccte
cccacctcte

tacctcagaa

actgggataa
ttatgtggcect
tcattgtgct
tcttttctet
ccttgttgeg
actgcattcc
gcagcctceat
ttgcatatct
ttctttaatt
ttgttcceeg
tattccaagt
ctctgttatg
tggctggaac
actgcaacaa
caccccecact
tagaaatgga
agcaacagcg
gtatcttttg
gccttagcecta
ccattaccat
gacctgagga
ttaactaata
tccagtttat
ctggctgcaa
tccgecaccea
ttcaaccecceg
cctceetttg
ctatccgaac
tctetggacyg
aaaaaaacca

gccctaactg
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cttgggcatg
catctgctge
acacccaaac
tacagtatga
ctttttttgt
agccttcaca
cactgtggtc
cagacaccat
atgaaattta
acctccaage
tgctacaatg
gtgttctgeca
gcaatagatg
gttgttgecceg
gaaatcagct
cggaattatt
catgaatcaa
tctggtaaag
caagttgcca
aactcagcac
tctetgeace
aaaaaaaata
tcagcagcac
actttctcca
ctatcttcat
tgtatccata
tatcccccaa
ctctagttac
aggccggcaa
agtcaaacat

tggctgecege

28860

28920

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400

29460

29520

29580

29640

29700

29760

29820

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30600

30660



cgcacctcta
gcacgactcc
agccctgcaa
ctcaccecect
tacacaaaat
aaacactttg
taaagttact
aggactaagg
tgctcaaaac
caacttggat
aaagcttgag
cattaatgca
caaaacaaaa
aggaactggc
taagctaact
agatgctaaa
agttttggct
tattataaga
ttggaacttt
tatgcctaac
cagtcaagtt
cggtacacag
ctggtctgge
cattgcccaa
agaaaatttc
gatcaccgta
aacacacaga
taacagacat
cagtgatatt
gagccacagg
cctacatggg

cgcgaataaa

atggtcgegg
aaacttagca
acatcaggcc
ctaactactg
ggaaaactag
accgtagcaa
ggagccttgg
attgattcte
caactaaatc
attaactaca
gttaacctaa
ggagatggge
attggccatg
cttagttttg
ttgtggacca
ctcactttgg
gttaaaggca
tttgacgaaa
agaaatggag
ctatcagett
tacttaaacg
gaaacaggag
cacaactaca
gaataaagaa
aagtcatttt
ccttaatcaa
gtacacagtc
attcttaggt
aataaactcc
ctgctgtceca
ggtagagtca

ctgctgeege

gcaacacact
ttgccaccca
ccctcaccac
ccactggtag
gactaaagta
ctggtccagg
gttttgattc
aaaacagacg
taagactagg
acaaaggcct
gcactgccaa
ttgaatttgg
gcctagaatt
acagcacagg
caccagctce
tcttaacaaa
gtttggctcc
atggagtgct
atcttactga
atccaaaatc
gagacaaaac
acacaactcc
ttaatgaaat
tegtttgtgt
tcattcagta
actcacagaa
ctttetececce
gttatattcc
ccgggcagcet
acttgcggtt
taatcgtgeca

cgeccgeteeg
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caccatgcaa
aggacccctce
caccgatagce
cttgggcatt
cggggctect
tgtgactatt
acaaggcaat
ccttatactt
acagggccct
ttacttgttt
ggggttgatg
ttcacctaat
tgattcaaac
tgccattaca
atctcctaac
atgtggcagt
aatatctgga
actaaacaat
aggcacagcce
tcacggtaaa
taaacctgta
aagtgcatac
atttgccaca
tatgtttcaa
gtatagcccc
ccctagtatt
ggctggecett
acacggttte
cacttaagtt
gcttaacggg
tcaggatagg

tcctgecagga

tcacaggcce
acagtgtcag
agtaccctta
gacttgaaag
ttgcatgtaa
aataatactt
atgcaactta
gatgttagtt
ctttttataa
acagcttcaa
tttgacgcta
gcaccaaaca
aaggctatgg
gtaggaaaca
tgtagactaa
caaatacttg
acagttcaaa
tccttectgg
tatacaaacg
actgccaaaa
acactaacca
tctatgtcat
tcctettaca
cgtgtttatt
accaccacat
caacctgcca
aaaaagcatc
ctgtecgagee
catgtcgetg
cggcgaagga
gcggtggtge

atacaacatg
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cgctaaccgt
aaggaaagct
ctatcactge
agcccattta
cagacgacct
ccttgcaaac
atgtagcagg
atcegtttga
actcagccca
acaattccaa
cagccatage
caaatccecct
ttcctaaact
aaaataatga
atgcagagaa
ctacagttte
gtgctcatct
acccagaata
ctgttggatt
gtaacattgt
ttacactaaa
tttcatggga
ctttttcata
tttcaattge
agcttataca
ccteectece
atatcatggg
aaacgctcat
tccagetget
gaagtccacg
tgcagcageg

gcagtggtct

30720

30780

30840

30900

30960

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31800

31860

31920

31980

32040

32100

32160

32220

32280

32340

32400

32460

32520

32580



cctcagcgat
gcaccctgat
aaatcccaca
ggccatcata
taaacattac
gattaaacat
ctatacactg
catggatcat
acttcctcag
cctgaatcag
ttgtcaaagt
ctgtctcaaa
gtgttggtcg
aaccaggtgce
gtgtagtagt
tctatgtaaa
acacccagcce
ggaagaacca
tattaagtga
aatggcattt
gtggacgtaa
aaccatgcce
aatattaagt
gcagcgaatc
ggaacattaa
tecgtgcaggt
cccacactga
gcttgttgeca
tcgegcaaaa
ggaaccacca

aacacaaaat

gattcgcacc
ctcacttaaa
gtgcaaggcg
ccacaagcgc
ctettttgge
ggcgccatce
cagggaaccg
catgctegte
gattacaagc
cgtaaatccc
gttacattcg
aggaggtaga
tagtgtcatg
gggcgtgaca
tgtagtatat
ctcectteatg
aacctacaca
tgtttttttt
acgcgctccecc
gtaagatgtt
aggctaaacc
aaataattct
ccggccattg
atgattgcaa
caaaaatacc
ctgcacggac
ttatgacacg
tgggcggega
aagaaagcac
cagaaaaaga

aaaataacaa

gcccgcagcea
tcagcacagt
ctgtatccaa
aggtagatta
atgttgtaat
accaccatcc
ggactggaac
atgatatcaa
tcctecegeg
acactgcagg
ggcagcagcg
cgatccectac
ccaaatggaa
aacagatctg
ccactctcte
cgccgcetgee
ttegttetge
tttattccaa
ctccggtgge
gcacaatggc
cttcagggtg
catctecgeca
taaaaatctg
aaattcaggt
gcgatcecegt
cagcgcggcec
catactcgga
tataaaatgc
atcgtagtca
caccattttt

aaaaacattt
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taaggcgcct
aactgcagca
agctcatggce
agtggcgacc
tcaccaccte
taaaccagct
aatgacagtg
tgttggcaca
ttagaaccat
gaagacctcg
gatgatcctc
tgtacggagt
cgccggacgt
cgtcteceggt
aaagcatcca
ctgataacat
gagtcacaca
aagattatcc
gtggtcaaac
ttccaaaagg
aatctecctet
ccttctcaat
ctccagageg
tcctcacaga
aggtcccttce
acttccceege
gctatgctaa
aaggtgctgce
tgctcatgea
ctctcaaaca

aaacattaga

tgtcctecgg
cagcaccaca
ggggaccaca
cctcataaac
ccggtaccat
ggccaaaacc
gagagcccag
acacaggcac
atcccaggga
cacgtaactc
cagtatggta
gcgccgagac
agtcatattt
ctcgeegett
ggcgecccect
ccaccaccgce
cgggaggagc
aaaacctcaa
tctacagcca
caaacggccc
ataaacattc
atatctctaa
ccctecacct
cctgtataag
gcagggccag
caggaaccat
ccagcgtage
tcaaaaaatc
gataaaggca
tgtctgeggg

agcctgtett
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gcacagcagc
atattgttca
gaacccacgt
acgctggaca
ataaacctct
tgccegecgg
gactcgtaac
acgtgcatac
acaacccatt
acgttgtgca
gcgegggttt
aaccgagatc
cctgaagcaa
agatcgcectct
ggcttegggt
agaataagcc
gggaagagct
aatgaagatc
aagaacagat
tcacgtccaa
cagcaccttce
gcaaatcceg
tcagcctcaa
attcaaaagc
ctgaacataa
gacaaaagaa
cccgatgtaa
aggcaaagcc
ggtaagctcce
tttctgcata

acaacaggaa

32640

32700

32760

32820

32880

32940

33000

33060

33120

33180

33240

33300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

33720

33780

33840

33900

33960

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

34440
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aaacaaccct
ggtcaccgtg
aagactcggt
agcccggggg
taacaaaatt
aaatagcacc
tcagccttac
tcaatcagtc
atgacgtaac
agaaacgaaa
acgtcacttc
aaacctacgt

attatcatat

<210> 20
<400> 20
000

<210> 21

<400> 21
000

<210> 22
<211>19
<212> ADN

tataagcata
attaaaaagc
aaacacatca
aatacatacc
aataggagag
ctcecegetee
cagtaaaaaa
acagtgtaaa
ggttaaagtc
gccaaaaaac
ccattttaag
cacccgcecce

tggcttcaat

<213> Secuencia artificial

<220>

agacggacta
accaccgaca
ggttgattca
cgcaggcgta
aaaaacacat
agaacaacat
gaaaacctat
aaagggccaa
cacaaaaaac
ccacaacttc
aaaactacaa
gttcccacge

ccaaaataag
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cggccatgece
gctecteggt
catcggtcag
gagacaacat
aaacacctga
acagcgcttce
taaaaaaaca
gtgcagagcg
acccagaaaa
ctcaaatcgt
ttcccaacac
cccgcgecac

gtatattatt

ggcgtgacceg
catgtccgga
tgctaaaaag
tacagcccece
aaaaccctce
cacagcggca
ccactcgaca
agtatatata
ccgcacgcga
cacttccgtt
atacaagtta
gtcacaaact

gatgatg

<223> Elemento potenciador especifico de células endoteliales

<400> 22

gotgactttg cttctggag 19

<210> 23
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Elemento potenciador especifico de células endoteliales

<400> 23

ctccagaagc aaagtcacc 19

<210> 24
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Elemento potenciador especifico de células endoteliales

<400> 24

101

taaaaaaact
gtcataatgt
cgaccgaaat
ataggaggta
tgcctaggceca
gccataacag
cggcaccagc
ggactaaaaa
acctacgceccce
ttceccacgtt
ctccgececta

ccaccccecte

34500

34560

34620

34680

34740

34800

34860

34920

34980

35040

35100

35160

35207
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gtacttcata cttttcatt 19

<210> 25

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento potenciador especifico de células endoteliales

<400> 25
aatgaaaagt atgaagtac 19

<210> 26

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Elemento de respuesta a hipoxia

<400> 26
gcacgt 6

<210> 27

<211>40

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector peptidico

<400> 27

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
20 25 30

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
35 40

<210> 28

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH CDR1

<400> 28

Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr Gly Met Asn
1 5 10

<210> 29

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH CDR2
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<400> 29

Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala Asp Phe Lys

1 5

Arg

<210> 30

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VH CDR3

<400> 30

Tyr Pro His Tyr Tyr Gly Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp Val

1 5

<210> 31

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL CDR1

<400> 31
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10

10

Ser Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn

1 5

<210> 32

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL CDR2

<400> 32

Phe Thr Ser Ser Leu His Ser

1 5

<210> 33

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VL CDR3

<400> 33

10

Gln Gln Tyr Ser Thr Val Pro Trp Thr

1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un vector que comprende la secuencia de nuclettidos indicada en SEQ ID NO:19 para su uso para tratar un
tumor en un sujeto que lo necesita en combinacién con bevacizumab, en el que: (i) el vector se administra al sujeto
antes que el bevacizumab, (ii) la capacidad de respuesta del tumor al bevacizumab se induce o mejora después de
la administracién del vector, comparada con la capacidad de respuesta del tumor al bevacizumab sin la
administracion del vector, y (iii) el tumor se deriva o esta asociado con un glioblastoma multiforme recurrente.

2. El vector para el uso de la reivindicacion 1, en el que la capacidad de respuesta al bevacizumab es una propiedad
antiangiogénesis del bevacizumab.

3. El vector para el uso de la reivindicacién 1 o 2, en el que la capacidad de respuesta al bevacizumab es un efecto
antitumoral del bevacizumab.

4. El vector para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el vector se administra en una
cantidad eficaz de al menos aproximadamente 1x10'! particulas de virus, al menos aproximadamente 1x10%2
particulas de virus, al menos aproximadamente 1x10'3 particulas de virus, o al menos aproximadamente 1x10'*
particulas de virus.

5. El vector para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el bevacizumab se administra en
una cantidad eficaz menor que aproximadamente 15 mg/kg, 14 mg/kg, 13 mg/kg, 12 mg/kg, 11 mg/kg, 10 mg/kg, 9
mg/kg, 8 mg/kg, 7 mg/kg, 6 mg/kg, 5 mg/kg, 4 mg/kg, 3 mg/kg, 2 mg/kg, o 1 mg/kg.

6. El vector para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el vector se administra en una
cantidad eficaz de 3x10'2a 1x10'3 particulas de virus, y el bevacizumab se administra en una cantidad eficaz de 5
mg/kg a 15 mg/kg.

7. El vector para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el vector se administra repetidas
veces.

8. El vector para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el bevacizumab se administra
repetidas veces.

9. El vector para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el vector se administra repetidas
veces cada dos meses en una cantidad eficaz de 1x10'3 particulas de virus, y el bevacizumab se administra
repetidas veces cada dos semanas en una cantidad eficaz de 10 mg/kg.
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