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TERAPIAS INMUNO-ONCOLITICAS

REFERENCIA CRUZADA DE LAS SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama la prioridad de la solicitud de
patente provisional de los Estados Unidos de América serie No.
61/868,978, presentada el 22 de Agosto de 2013, 1la cual se

incorpora por referencia aqul en su totalidad.

1. INTRODUCCION

La presente invencidén se refiere a virus de vaccinia
oncolitica los cuales se han modificado para promover una
inmunidad en contra del tumor vy/o reducir la respuesta de

anfitrién de anticuerpo en contra del virus.

2. ANTECEDENTES DE LA INVEDNCION

Los wvirus oncoliticos (OV) son virus con replicacidn
que es naturalmente o lograda para ser selectiva para las

células de tumor'>.

Una variedad de diferentes columnas
vertebrales se han examinado como virus oncolitico, incluyendo
cepas de virus vaccinia (VV)4ﬂ1. Por lo menos tres vectores de
vaccinia oncolitica han completado la prueba de Fase 1

incluyendo la cepa vvDD®'. La cepa VV OV, JX-594%'* (Jennerex),

ha demostrado recientemente respuestas alentadoras altas en los



10

15

20

25

2

ensayos de Fase II para carcinima heptacelular (HCC), incluyendo

1314 Ademés, los resultados de la

la entrega de tumor sistémico
Fase III alentadores se han reportado para el virus de herpes
HSV OV (T-Vec, Amgen”’m) en terapia de melanoma (1l6% de
respuestas, en comparacién a 2% en brazo control). Como tal el
potencial verdadero de los virus oncoliticos en el tratamiento
de cancer han comenzado a ser revaluados (mas alld del original
ONYX-015 (H-101) cepa Adenovirus'’''® que permanece siendo la

unica terapia de wvirus oncolitico probada en cualquier

mercadow).

A pesar de esta promesa, las respuestas completas con
virus oncolitico siguen siendo raras. Significativamente, las
cepas de virus oncolitico de primera y segunda generacidédn fueron
primeramente disefiadas para destruir células de tumor a través
de una duplicacién selectiva llevando directamente a la lisis de
la célula. Adicionalmente, JX-594 y T-Vec ambas expresan un
transgen de citoquinas (GM-CSF) el cual puede ser esperado que

aumente los linfocitos anfitrionesg'? t%20.21

Los estudios pre-
clinicos han demostrado la importancia critica de la respuesta
inmune en la actividad terapéutica de VV oncolitica, con (i)
ratones siendo uniformemente resistentes al recambio seguido por
una respuesta completa después de la terapia VV, indicando un
requerimiento absoluto para la induccién de una inmunidad

adaptada en contra del tumor??; (1i) los efectos de wvacuna de VV

demuestran beneficios terapéuticos mayores que las vacunas DC?3;
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(iii) la infeccidén VV del tumor produciendo un perfil de
citoquina de contraste (la constante inmunoldégica de rechazoﬂ);
(iv) terapia VV reduciendo el numero de células inmunosupresivas
en el tumor (MDCS,T-reg y M2 macréfagos)zS; (v) la respuesta
inmune surgida mediante terapia VV siendo capaz de erradicar el
tumor residual y metdstasis bien después de que el virus ha sido
limpiado, proporcionando una vigilancia inmune a largo plazo

22,25,26
4

para evitar la recaida y (vi) en algunos estudios aparece

que la aplicacidén viral robusta no es necesaria realmente para

el efecto terapéutico?’ %%,

Por tanto, los efectos
inmunoterapéuticos de OVs, particularmente VV, son por lo menos
tan importantes como los efectos oncoliticos directamente y que

estos vectores deben probablemente ser considerados

principalmente como inmunoterapias.

Notablemente, los vectores clinicos actuales no fueron
disefiados como inmunoterapéuticos (mas alld de la expresidén de
citoquinas singulares) y esta area ha permanecido relativamente
no explorada. Como tal hay un potencial enorme no aprovechado
para mejorar los vectores oncoliticos a través de optimizar sus
interacciones con el sistema inmune anfitridén vy para crear
vectores capaces de vacunacién in situ en contra de antigenos de
tumor relevante. Alternativamente, los aproximamientos de
vacuna de céancer terapéutico tradicionales han tenido un éxito
limitado en la clinica especialmente en contra de tumores més

grandes, a pesar de la evidencia de inmunizacién exitosa29-31.
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Los acercamientos de vacuna novedosos son por tanto necesarios,
idealmente la induccidén mediata de respuestas en contra de
antigenos relevantes en cada tumor, superando la supresidén aun
dentro de tumores grandes y mejorando la buUsqueda de célula-T a

los objetivos de tumor.

3. SISNTESIS DE LA INVENCION

La presente invencidén se refiere a virus de vaccinia
“inmuno-oncoliticos” los cuales se han modificado para promover
la inmunidad en contra del tumor y/o reducir la respuesta de
anticuerpo e inmune de anfitridén en contra del virus. Esto se
basa, por lo menos en parte, en el descubrimiento de una
inhibicién mejorada del crecimiento de tumor mediante el virus
de wvaccinia oncolitica que se ha tratado con un agente que
reduce la cantidad de glicosilacidén y/o que se ha tratado con
enzima sialidasa (las cuales se cree que reducen la activacidn
TLR2 y para disminuir la respuesta de anticuerpo de anfitridén en
contra del wvirus); vy/o lleva modificaciones o supresiones de
dcido nucleico gendémico viral codificando un producto que reduce
la inmunidad de célula-T (interleucina viral-18 ©proteina
aglutinante); vy/o lleva &cido nucleico codificando un producto
que (i) mejora la induccidén T linfocito citotdéxica (TRIF) vy/o
(ii) reduce las células supresoras derivadas de mieloide tumor

(MDSCs) mediante el reducir la prostaglandina E2. Por tanto, la
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presente invencidén proporciona virus de vaccinia inmuno-

oncolitica y métodos para usarlos en el tratamiento de céanceres.

4. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figuras 1A-C- (A) Virus WR.AC12L exhibieron tumor
selectivamente en vivo en relacidén al virus padre WR. Los
ratones C57BL/6 llevando los tumores CMT-93 fueron tratados IV
con 5e8 PFU de virus, y los ratones se sacrificaron en momentos
predeterminados después de la terapia. El PFU viral fue
cuantificado en diferentes tejidos post mortem después de la

homogenizacién. (B) efectos en contra del tumor mejorados de
WR.AC12L. Los ratones llevando tumores subcutdneos CMT-93

fueron tratados IV con una dosis uUnica (1le8 PFU) de wvirus vy
siguidé la supervivencia (definida como el tiempo a volumen de

tumor alcanzando 1000 mm cubico como se determindé mediante
medicidén de calibre). (C) Produccién de IFN-y (como un marcador

de produccidn de célula-T efector) desde esplenocitos
recuperados de ratones ©previamente tratados con el wvirus

indicado y después de exposicidn ex vivo a WR.

Figuras 2A-E. Deglicosilacién de cubierta de virus

vaccinia. (A) dinmunoblot mostrando deglicosilacidén de proteina
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de cubierta de virus vaccinia. Los virus deglicosilatados WR vy
WR purificados fueron rotos y secados usando el anticuerpo anti-
B5R. (B) La deglicosilacidén de cubierta de virus no tuvo efecto
sobre la inefectividad de virus vaccinia. Diferentes lineas de
célula de tumor de ratdén fueron infectadas con TK- o su versidn
deglicosilatada a un MOI de 1, y la expresién de luciferasa
viral fue medida tres horas después de la infeccidn mediante
formacidén de imagen de bioluminiscencia. Los valores principales
+3D de tres experimentos independientes estan dibujados. (C) La
deglicosilacién reduce la activacidédn TLR2 in vitro. Las células
HEK293 expresando TLR2 de ratdédn fueron transfectadas con pNiFty
(plasmido reportero sefialando TLR). 24 horas después de la
transfeccidédn, las células fueron infectadas a un MOI de 1 con WR
0o WR deglicosilatado y la activacidén TLR2 fue cuantificada 24

horas después de la infeccidén mediante formacién de imagen de

bioluminiscencia. Los medios +SD de tres experimentos
independientes (1llevados a cabo en cuadruplicado) estéan
mostrados. (D) la fosforilacidén STAT3 es agotada en linfocitos

esplénicos de ratones inyectados con vaccinia deglicosilatada.

El porcentaje de pSTAT1-pSTAT3+ linfocitos fue determinado

mediante citometria de flujo. El PBS y PAM(3)CSK(4) fueron
usados como controles. Los valores de ratones individuales vy
medios +SEM de diferentes tratamientos estadn dibujados. €

Deglicolisacién de cubierta de vaccinia aumenta la expresidn de
gen viral de tumores en vivo. BALB/c ratones albergando

xenoinjertos subcutdneos de células Renca (adenocarcinoma renal
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de ratédn) fueron inyectados y al azar con una dosis intravenosa
Gnica de 1 x 10° PFU por ratén de TK- o TK- deglicosilado. La
cinética de la expresidén de gen viral desde dentro del tumor fue
vigilada mediante formacidén de imagen de bioluminiscencia de la
expresién de luciferasa viral. Los valores principales de 12-13
animales +CD estdn establecidos. *, P<0.05 significante en

comparacidén con PBS o Control, #, significante P<0.05 en
comparacidédn con el grupo TK- o WR. ¢, significante P<0.05 en

comparacidén con el grupo PAM(3)CSK(4).

Figuras 3A-D. La activacién de ablacién TLR2 a través
de la deglicosilacién lleva a efectos terapéuticos
incrementados. (A) Tratamiento de cepa de vaccinia WR con una

enzima sialidasa (DS) resulta en la pérdida de activacidén de
trayectoria de seflalamiento TLR2 en un modelo 1in vitro
(activacién NF-kB en células HEK293 transfectadas para expresar
TLR2) . (B) Virus DS WR exhibidé una entrega sistémica mejorada
significativamente a tumores de ratdn (tumores subcutdneos 4T1
en BALB/c ratones con virus entregado IV y expresién de transgen
luciferasa viral en el tumor determinado 24 horas después
mediante formacidén de imagen de luminiscencia (tejidos de no
tumor N.B. no exhibieron diferencia en toma viral). (C) El1
efecto en contra del tumor en el mismo modelo demostrd wventaja
terapéutica de DS el virus. (D) Pérdida de activacién TLR2 (en
un ratdén transgénico noqueado TLR2) después de la infeccidn con

vaccinia lleva a una induccidén significativamente reducida de
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anticuerpo neutralizante antiviral (anticuerpo neutralizante
medido como la habilidad de diferentes diluciones de suero de
ratén recolectadas 14d después del tratamiento con WR para
prevenir la expresién de transgen luciferasa después del
mezclado con WR.TK-Luc+ y la infeccidén de la capa de célula BSC-

1).

Figuras 4A-C. (A) Diagrama esquematico representando
la construccidén de wvirus TK-TRIF y un diagrama esquemdtico
representando la construccién del virus TK-DAT. (B) los ensayos
ELISA fueron utilizados para determinar concentraciones de TRIF
en células infectadas con TK- y TK-TRIF. (C) Mancha Western

mostrando la expresidén de DAI desde la referencia TK-DAI.

Figuras 5A-C. (A) La expresidén TRIF desde la vaccina
mejora la produccidébn IFN tipo I in vitro aun més alla de la cepa
B18R. (B) La expresién TRIF aumentd la produccidén de CTL en
vivo. (C) Ademéds el efecto terapéutico mejorado en vivo después
de una entrega Unica IV de 1le8 PFU de virus para BALB/c ratones

llevando tumores Renca subcutdneos.

Figuras 6A-D. Virus de vaccinia oncolitica expresando
la activacién incrementada de ©proteina TRIF de ratdédn de

trayectorias que responden-TLR y la liberacidén de citoguinas
proinflamatorias y quimoquinas. (A-B) Activacidén de NF-kB (A) vy

trayectorias IRF3 (B) después de la infeccidén con ensayos TK-
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TRIF y TK-DATI. Los ensayos ELISA fueron utilizados para
determinar con las concentraciones de pIKKB y de IRF3 sobre
extracto citoplésmico y nuclear, respectivamente, de 4T1 o
células MEF infectadas con TK-, TK-TRIF, o TK-DAI a un MOI de 1.
Los anédlisis se 1llevaron a cabo 24 horas después de la
infecciédn. Los datos fueron obtenidos en cuadruplicado de dos

experimentos independientes y estadn dibujados como cambio

doblado contra TK- +SD. La linea punteada indica el nivel de
activacién TK-. (C) Liberacidén de citoquinas y gquimoquinas in
vitro después de 1la infeccidédn con TK-TRIF vy TK-DAI. Las

concentraciones IL-6, IP-10, TNF-o y IFN-B en el super nadante

de Renca células 4T1, MC38 y MEF fueron evaluadas por el ensayo
Luminex 24 horas después de la infeccidén con TK-, TK-TRIF o TK-
DAT (MOI de 1). Los datos estan mostrados como cambio doblado
contra TK- +SD (dos experimentos independientes). La linea
punteada indica concentraciones TK-. (D) Concentracidédn intra-
tumoral de citoquinas y de quimoquinas. Los ratones BALB/c con
xenoinjertos subcutdneos Renca establecidos se pusieron al azar
y se inyectaron con una dosis intravenosa unica de 1 x 10°

PFUpor ratén de TK- o de TK-TRIF. Doble cambio contra TK- desde

4-5 ratones +SD que estd dibujado. La linea punteada indica
concentraciones TK-. *, significante P<0.05 comparado con el
grupo TK-. #, P<0.05 significante comparado con el grupo TK-
DAT.
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Figuras 7A-E. Los ensayos ELISA fueron utilizados
para determinar la concentracidén de NF-kB (A), HMGB1 (B) y Hsp-

70 (C) en células infectadas con TK-, TK-TRIF o TK-DAI a un MOI
de 1. Los andlisis se llevaron a cabo 24 horas después de la
infecciédn. Los datos fueron obtenidos y dibujados como cambio
doble contra TK- +SD. La linea punteada indica nivel de
activacidén TK-. El nivel de células-T auxiliares (D) vy de
células-T reguladoras (E) fue analizado en respuesta a la

infeccidén con virus TK- o TK-TRIF.

Figuras 8A-D. La duplicacién y actividad en contra
del tumor de TK-TRIF y de TK-DAI. (A) Produccidén viral de TK-
TRIF y TK-DAI en células de tumor de ratédn. Las lineas de

célula de tumor diferentes fueron infectadas con MOI de 1 y la
produccién de wvirus fue medida mediante ensayo de placa a
diferentes puntos de tiempo. El rendimiento viral fue evaluado

por cuadruplicado para cada linea de célula mediante el llevar a

cabo dos experimentos independientes. Los medios +SD estéan
trazados. (B) La citotoxicidad comparativa de TK-TRIF y de TK-
DAT. Las células fueron infectadas con los virus indicados a

dosis variando de desde 75 a 0.00025 PFU/célula. Los valores
ECsg (MOI requerido para provocar una reduccidén de 50% en 1la
viabilidad de cultivo de célula) en el dia 4 después de que la
infeccidén estd mostrada. Cuatro duplicados diferentes fueron
cuantificados para cada linea de célula y el significado para

cada MOI estd mostrado. (C-D) La expresién de gen viral vy
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eficacia anti-tumor en vivo. Los xenoinjertos MC38 o Renca
fueron implantados en ratones BALB/c o C57BL/6, respectivamente,
y los ratones fueron inyectados con PBS o 1 x 10° PFU de TK-,
TK-TRIF o TK-DAI a través de la vena de la cola. La expresidn
de luciferasa viral en los tumores (C) y de volumenes de tumor
(D) en los puntos de tiempo indicados, n=12-15 ratones/grupo

+SE. *, P<0.05 significante comparado con el grupo PBS. El1 #,
P<0.05 significante comparado con el grupo TK-. El1 ¢, P<0.05

significante comparado con el grupo TK-DATI.

Figuras 9A-F. (A) Expresidén de gen viral de TK-TRIF vy
TK-DAI en células de tumor de ratdn. Diferentes lineas de
células de tumor de ratdén. Diferentes lineas de célula de tumor

fueron infectadas con un MOI de 1 y la expresién de luciferasa
viral fue cuantificada mediante formacidén de imagen de
bioluminiscencia a diferentes puntos de tiempo. La expresidén de
luciferasa fue evaluada por cuadruplicado para cada linea de
célula, mediante el llevar a cabo dos experimentos
independientes. Los medios +SD estédn trazados. (B) E1
porcentaje de células apoptdéticas después de la infeccidn con
TK-TRIF y TK-DAI. Un panel de lineas de célula de tumor de
ratén fue infectado con los virus indicados usando un MOI de 1.
A 48 horas después de la infeccidén, el porcentaje de células
necrobéticas y apoptdéticas fue determinado por citometria de flujo
mediante PI y manchado  Annexin V. Dos experimentos

independientes fueron 1llevados a cabo y los medios +SD son
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trazados. (C-D) el TK-TRIF mejora la eficacia en contra del
tumor de TK-GMCSF en un modelo casi-ortotdpico mamario. Las
células 4T1 fueron implantadas en la almohadilla gorda mamaria
de BALB/c ratones y, una vez que el tumor fue establecido, los
ratones fueron inyectados con PBS o 1 x 10° PFU de TK-, TK-TRIF
o TK-GMCSF a través de la vena de la cola. La expresidén de
luciferasa viral de desde dentro de los tumores (C) vy los
volumenes de tumor (D) fueron medidos en los puntos de tiempo
indicados. N=12-14 ratones/grupo +SE. (E-F) el TK-TRIF mejora
la supervivencia de ratones llevando tumores. Los ratones
BALB/c o C57BL/6 albergando los xenoinjertos Renca (E) o MC38
(F) respectivamente, fueron tratados como en la figura 3d y el
punto final fue establecido en un volumen de tumor de 2750 mm
cubicos. Las curvas de supervivencia Kaplan-Meyer estéan
trazadas. n=12-15 ratones/grupo. *, P<0.05 significante

comparado con PBS o el Control, #, P<0.05 significante comparado

con el grupo TK-. ¢, P<0.05 significante comparado con el

grupo TK-GMCSF. o, el P<0.05 significante comparado con el

grupo TK-DAT.

Figuras 10A-E. (A) La wvariacidén de peso de cuerpo
después de la administracidén deglicosilada de TK-TRIF
intravenosa. Los ratones BALB/c fueron inyectados
intravenosamente con 1 x 10° PFU por ratdédn de TK-, TK-TRIF o TK-
TRIF deglisosilado. La administracién de solucidén salina

tamponada con fosfato (PBS) fue usada en el grupo de control.



10

15

20

25

13

Los ratones inyectados TK- presentaron mas de una reduccién de

10

o°

en el peso del cuerpo en el dia 6 después de la inyeccidn
del wvirus, mientras que los ratones inyectados con TK-TRIF y TK-
TRIF deglicolisado presentaron un perfil de peso similar a
aquellos inyectados con solucién salina tamponada con fosfato.
(B) la expresiétn de gen viral en vivo después de la
administracién de TK-TRIF deglicosilado. Los tumores Renca
fueron implantados en ratones BALB/c, vy los ratones fueron
inyectados con PBS o 1 x 10° PFU de TK-, TK-TRIF o TK-TRIF
deglicosilado a través de la vena de la cola. La expresidédn de
luciferasa viral desde dentro de los tumores se mididé en los
puntos de tiempo indicados. n=12-14 ratones/grupo +SE. (C-D)
Supervivencia de ratones 1llevando tumor tratados con TK-TRIF
deglicosilada. (C-D) =xenoinjertos Renca (C) o MC38 (D) fueron
establecidos en los ratones BALB/c o en los ratones C57BL/6,
respectivamente, y se trataron con una dosis intravenosa unica
de 1 x 10° PFU de virus indicados o solucién salina tamponada
con fosfato. El punto de extremo fue establecido en un volumen
de tumor de 2750 mm cUbicos, vy las curvas de supervivencia
Kaplan-Meyer estan trazadas. n=12-15 ratones/grupo. (E) el TK-
TRIF deglicosilado mejord la supervivencia en comparacidédn con el
tratamiento TK-GMCSF. Los ratones (BALB/c albergando tumores
Renca subcuténeos) fueron tratados a través de la inyeccidn en
la vena de la cola de PBS o una dosis Unica de 1 x 10° PFU de
TK-GMCSEF o TK-TRIF deglicosilada (n=10-12 por grupo). Las

curvas de supervivencia Kaplan-Meyer fueron obtenidas después de
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establecer un punto final de 2750 mm cuUbicos para el volumen de

tumor. *, P<0.05 significante comparado con el grupo de
solucidén salina tamponada con fosfato. #, P<0.05 significante
comparado con el grupo TK-. ¢, P<0.05 significante comparado
con el grupo TK-deglicosilado. ®, P<0.05 significante comparado

con el grupo TK-TRIF. ¥, P<0.05 significante comparado con el

grupo TK-GMCSFEF'.

Figuras 11A-F. La combinacidén de deglicosilacidn de
cubierta y las respuestas celulares anti-tumor incrementadas de
expresién TRIF de ratdn vy exhibieron eficacia anti-tumor

potente. (A-B) Respuestas inmune celular al virus vaccinia vy
células de tumor evaluadas por el ensayo IFN-y ELISpot. En el

dia 7 después de la administracién del wvirus, los bazos fueron
cosechados de ratones inyectados intravenosamente con 1 x 108
PFU de virus indicados o solucidén salina tamponada con fosfato
(ratones BALB/c llevando xenoinjertos Renca) y fueron evaluados

por la cantidad de CTLs reconociendo virus vaccinia (A) o

células Renca (B). Los valores de ratones individuales y medios
+SEM estédn mostrados. (C) los titulos de anti-cuerpo
neutralizante de suero. Un ensayo neutralizante se llevd a cabo

para determinar los niveles de anticuerpo anti-vaccinia
circulantes para ratones inyectados con 1 x 10° PFU de TK-, TK-
TRIF o TK-TRIF deglicosilada. Los titulos Nabs fueron

determinados por la dilucién mas alta de suero que resultd en
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por lo menos 50% de inhibicidén de infeccidn. Los valores de
ratones individuales y medios +SEM estédn trazados. (D-E)
actividad en contra del tumor en vivo en diferentes modelos.
Los ratones BALB/c llevando Renca (D) o C57BL/6 1llevando
xenoinjertos de tumor MC38 (E) fueron tratados con una dosis
intravenosa uUnica de wvirus indicados (1 x 108 PFU/ratédn) . El
crecimiento de tumor fue seguido mediante mediciones de calibre.
Los medios de 12-15 ratones por grupo +SE estdn mostrados. (F)
el TK-TRIF deglicosilado exhibié una actividad en contra del
tumor mayor dque el TK-GMCSF. Los ratones BALB/c albergando
xenoinjertos Renca fueron inyectados intravenosamente con una
dosis de 1 x 10° PFU/ratén de TK-GMCSF o de TK-TRIF
deglicosilada. El volumen de tumor relativo después de la

administracién de wvirus estd trazada (n=12-15 ratones/grupo

+3SE). *, P<0.05 significante comparado con el grupo de solucidn
salina tamponada con fosfato. #, P<0.05 significante comparado
con el grupo TK-. ¢, P<0.05 significante comparado con el

grupo TK-deglicosilado. ®, P<0.05 significante comparado con el

grupo TK-TRIF'.

Figuras 12A-C. (A) WR cepa vaccinia con tratamiento
DS, supresidn Cl2L y expresidén mTRIF (llamada UPCI-1812) exhibid
efectos anti-tumor incrementados en ratones BALB/c llevando
tumores 4Tl en relacidén a cepas clinicas actuales WR.TK-GM-CSF+
(como un modelo de la cepa JX-594). E1 virus UPCI-1812 también

exhibieron una produccidn incrementada de citoquinas
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inmunoterapéuticas en microambiente de tumor incluyendo (B)

gamma interferdén y (C) interkeucin-12.

Figuras 13A-C. (A) Supervivencia de varias lineas de
células de tumor fueron analizadas con la infeccién wviral con
TK-. (B) Expresién de gen viral en tumores derivados de
ratones BALB/c y C57BL/6 implantados con ciertas lineas de
célula de tumor, y el volumen de tumor es obtenido de BALB/c y
C57BL/6 implantados con ciertas lineas de célula de tumor e
infectados con TK-. (C) Deteccidén de Sp6 fosforilatado en
células mieloide en tumores derivados de ratones BALB/c vy
C57BL/6 implantados con ciertas lineas de célula de tumor vy

tratados con TK-.

Figuras 14A-B. (A) Los ratones no llevando tumor o
tumores subcutaneos derivados de LLC o de células Bl6 (50-100
mm cubicos) fueron tratados con una inyeccidén intravenosa uUnica
de 1 x 10’ PFU de WR.TK-. Los ratones (n=3 por grupo y tiempo)
fueron sacrificados en los tiempos indicados y los bazos y el
suero Sse recuperaron. Los esplenocitos fueron répidamente
fijados y permeabilizados (de acuerdo a nuestro protocolo
previamente publicado) y después se mancharon para fosflujo para
detectar la activacidén de trayectorias sefialadoras. Esto se
llevd a cabo para células-T regulatorias (CD3+CD4+CD8-
FoxP3+CD25+), con pSTATS, pS6 y Ki67 analizado; para células-T

de CD4 (CD3+CD4+CD8+FOXP3-), con pS6, Ki67, CD44 vy CD62L
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analizado; y para células-T CD8 (CD3+CD4+CD8+FoxP3-), con pSo,
Ki6e7, CD44 vy CD62L analizado. (B) Los niveles de anticuerpo

neutralizante anti-viral fueron también examinados en el suero.

Figuras 15A-B. (A) La concentracidédn de células-T
regulatorias y de células MDSC en varios modelos de tumor de
ratédn 1infectados con TK-. (B) Concentracién de células-T
regulatorias, de células MDSC y de células-T CD8+ en modelos de

tumor de ratdédn MC38 infectados con TK-.

Figuras 16A-B. (A) Estrategias de compuerta estan
mostradas para la deteccién de células MDSC (izquierda) vy
células-T y t-regs (derecha) para esplenocitos o células
recuperadas de tumores desagregados. (B) los niveles de MDSC vy
T-reg en el Dbazo estdn mostrados para ratones llevando

diferentes tumores.

Figuras 17A-C. (A) La cepa de vaccinia TK- exhibe una
habilidad muy pobre para aumentar la supervivencia media (en
relacién al control PBS) en modelos de tumor de ratdn que
exhiben niveles altos de MDSC en la linea de base. También, la
terapia viral TK- puede reducir niveles de (B) T-reg en tumores

tratados, pero no impactd sobre los niveles (C) MDSC.

Figura 18. El andlisis de la respuesta inmune en

ratones implantados con células de tumor MC38 con el tratamiento
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con las cepas de vaccinia inmunogénica, GM-CSF, WR.TK-GM-CSF,
WR.B18R-IFNo+, WR.BI8R-IFNP+ y WR.B18R-IFNy+ en comparacidén a la

respuesta inmune surgida mediante infeccidén TK-.

Figura 19. Andlisis de respuesta inmune en ratones
implantados con células de tumor 4T1 con el tratamiento con las

cepas de vaccinia inmunogénica, GM-CSF, WR.TK-GM-CSF y WR.B18R-
IFNB+ en comparacién a la respuesta inmune suscitada por la

infeccidén TK-.

Figura 20. Expresién de COX2 y HPGD con la expresidn
de WR-TK-HPGD o el tratamiento del inhibidor Cox 2, Celecoxib,
el Beta-actin fue detectado como control de carga. La expresidn
de PGE2 fue determinada en células Renca con la infeccidn con

WR-TK-HPGD o WR TK- o el tratamiento de Celecoxib.

Figuras 21A-D. La expresidédn HPGD de wvaccinia
oncolitica redujo MDSC en el tumor vy sensibiliza tumores
resistentes a la terapia viral. (A) Efecto de la expresidn
HPGD sobre niveles T-reg y MDSC en el tumor. Los ratones
llevando tumores Renca fueron tratados con una inyeccidén de
dosis baja (1 x 10’ PFU) intra-tumoral de virus indicados y los
ratones se sacrificaron en los tiempos indicados, los tumores se
recuperaron, se disgregaron y analizaron por citometria de flujo
como anteriormente. La expresién HPGD reduce los niveles MDSC y

de T-reg (* p<0.05 en comparacidén al control). (B) la actividad
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terapéutica mejorada de WR.TK-.HPGD+. Los ratones llevando
tumores Renca subcutédneo o MC38 fueron tratados con una
inyeccidén intra-tumoral tUnica de solucién salina tamponada con
fosfato o 1 x 10’ PFU o WR.TK- o WR.TK-HPGD+ y el crecimiento de
tumor subsecuente fue seguido mediante medicidén de calibre (n=15
por grupo; WR.TK-HPGD+ (P<0.05 significantemente retrasd el
crecimiento de tumor desde el dia 3 (Renca) o desde el dia 7
(MC38) en comparacién a WR-TK- y resultd en tres respuestas
completas para Renca y dos para MC38. Ningunos ratones de
cualquier otro grupo exhibieron un CR). (C) La comparacién de
crecimiento de tumor y expresién de gen viral para el
tratamiento WR.TK-.HPGD+. El crecimiento de tumor para los
ratones individuales con tumores Renca y tratados con WR.TK-
HPGD+ estédn trazados, se compararon al control de solucidn
salina tamponada con fosfato (barra gris y se divididé en
respuestas buena (linea sdé6lida) y mejor (linea punteada). La
sefial de bioluminiscencia (expresién de gen viral) desde el
tumor en el dia 1 y 5 fue normalizada a volumen de tumor y se
mostrd para ambos respondedores bueno y mejor. (D) La expresidn
HPGD no redujo la expresidén de gen viral. La expresién de gen
de luciferasa viral de desde dentro del tumor a 24 horas después

del tratamiento con WR.TK- o WR.TK-HPGD+ estd mostrada.

Figura 22. El volumen de tumor como una funcidén de
dias después del tratamiento con el control de solucién salina

tamponada con fosfato (CTL; circulo), timidina guinasa negativa
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Western reserva VV (WR TK-; cuadrado) o timidina gquinasa (TK)
reserva Western negativa VV llevando HPGD (WR  TK-HPGD,
triangulo) (HPGD es un equivalente de ratén de la proteina

humana 15-PGDH) .

Figuras 23A-D. El porciento de MDSCs en (A) el bazo
de ratdédn infectado con WR TK-; (B) bazo de ratdn infectado con
WR TK-HPGD; (C) tumor de ratdn infectado con WR TK-; y (D) tumor

de ratdédn infectado con WR TK-HPGD.

Figuras 24A-D. Expresidén HPGD incrementd la respuesta
inmune y altera el trafico de célula inmune al tumor. (A) Los
perfiles de citoquina y de qguimoquina en el tumor después de
diferentes tratamientos. Los ratones 1llevando tumores Renca
fueron tratados como se indicé con 1 x 10’ PFU desde diferentes
cepas virales IT y se sacrificaron después de 3 dias. Los
homogeneizados de tumor fueron corridos como ensayos Luminex
para cuantificar diferentes citoquinas y quimoquinas (* P<0.05).
(B) Respuesta anti-tumor CTL se incrementd con la expresidn
HPGD. Los esplenocitos recolectados de ratones levando tumor
Renca 7 dias después de los tratamientos indicados fueron
cuantificados para respuesta CTL en contra del tumor como se
determiné por ELISPOT (* P<0.06). (C) Alteraciones sistémicas
en niveles de quimiogquinas después de diferentes tratamientos.
El suero recolectado de ratones 1llevando tumor Renca 3 dias

después de los tratamientos indicados fueron cuantificados
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respecto de los niveles de quimioquinas mediante ELISA (P<0.05).
(D) Las células inmunes activadas preferiblemente tumores de
objetivo infectados con virus expresando-HPGD. Los ratones
fueron implantados con tumores Renca bilaterales y cuando éstos
alcanzaron 50-100 mm cubicos, estos fueron inyectados con 1 x
10’ PFU de WR.TK- sobre un flanco y WR-TK-HPGD+ sobre el otro
flanco después de 24 horas 1 x 10’ activado y las células NK T
(CIK) etiquetadas Cy5.5 fueron entregadas a través de inyeccidn
en la vena de la cola. Después de 24 horas los ratones fueron
formados en imagenes mediante bioluminiscencia (expresidén de gen
viral) vy fluorescencia (trafico de célula NK T a tumores)
(*P<0.05). Un ejemplo representativo de formacidén de imagen de

fluorescencia se muestra.

Figura 25. La expresidén COX2 en tumores infectados

con WR.TK- comparada a tumores no tratados.

Figuras 26A-B. (A) supervivencia de varias lineas de
célula con la infeccidén con TK-. (B) Produccidén viral vy

expresién de gen de TK- en varias lineas de células de tumor.

Figura 27 muestra la expresién de gen viral de modelos
de tumor de ratdén de TK infectado MC38, LLC y ABl2 después del

dia 4 o del dia 5 de la infeccidn.
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Figura 28. Crecimiento de tumor como una funcidn de
dias después del tratamiento con solucidén salina tamponada con
fosfato o infeccidén con WR.TK-TRIF deglicosilado+- (UPCI-1812),
reserva Western TK- llevando  HPGD (VV-HPGD) o UPCI-1812

combinado con la expresidédn HPGD.

Figura 29. Produccidén EEV incrementada (mutacidén A34R
K151E) 1lleva a un anticuerpo neutralizante antiviral reducido

(14 dias después de la entrega IP de WR o de EEV).

Figura 30. Dominios TRIF. En la secuencia aminoacido
TRIF humana hay tres dominios aglutinantes TRAF y el dominio
RHIM que aglutina RIPI.

5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Para claridad de la descripcidén, y no por via de

limitacién, la descripcidén detallada de la invencidédn esté

dividida en las siguientes subsecciones:

(1) mutacién de columna viral;

(ii) modificacidén de glicosilacidn viral;

(iii) modificacidén que promueve respuestas de célula-
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(iv) modificacidén que inhibe inmunosupresidn;

(v) modificacidén que mejora esparcimiento de virus vy
actividad;

(vi) virus modificados;

(vii) métodos de tratamiento; vy

(viii) equipos.

El término “homologia” como se usd aqui se refiere al
grado de homologia entre las secuencias de 4acido nucleico vy
amino A&acido como se determindé usando métodos conocidos en el
arte, por ejemplo, pero no limitadndose al software tal como

BLAST o FASTA.

5.1 MUTACIONES DE COLUMNA VIRAL

En ciertas incorporaciones no limitantes de 1la
invencidén, un VV contiene una o mas mutaciones de su genoma que
favorece la respuesta del virus en una célula de céancer y/o la
induccidén incrementada de la respuesta inmune T-Linfocito
citotdédxico (CTL). Una mutaciédn puede ser una insercidn,
supresidén, o sustitucidn de uno o més &cidos nucleicos del virus

nativo.
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En particular en las incorporaciones no limitantes, la
mutacidédn resulta en una expresidédn de proteina aglutinante
interleucin-18 (“IL-18BP”) funcional disminuida. Como ejemplos
no limitantes, (i) la mutacidén puede resultar en una proteina
con un aglutinamiento més débil a IL-18 que la proteina VV
nativa; (ii) la mutacidén puede resultar en la expresidn de una
proteina truncada con una actividad funcional ausente o
disminuida; o (iii) la mutacidén puede suprimir el gen IL-18BP.
En un ejemplo no limitante especifico, la mutacidédn puede ser una
supresidén C1l2L (por ejemplo vea Symons y otros, 2002, J. Gen.
Virol. 83:2833-2844). En ciertas incorporaciones, la supresidn
Cl2L puede ser una supresidén completa o parcial de Cl2L. Por
ejemplo, y no por via de limitacidbn, una supresidén parcial de
Cl2L puede incluir una mutacidédn que resulta en la supresidédn de
por lo menos alrededor de 10%, de por lo menos alrededor de 20%,
de por lo menos alrededor de 30%, o de por lo menos de alrededor

de 40% o mas de la secuencia de amino acido de la proteina C1l2L.

En incorporaciones no limitantes adicionales, la
columna viral puede contener, separadamente o en adicidédn a una o
mas mutaciones en (incluyendo la supresién) de acido nucleico
codificando IL-18BP descrito arriba como una mutaciédn en &acido
nucleico codificando B8R (proteina aglutinante gamma IFN; vea,
por ejemplo Symons y otros, 1995, Célula 81(4):551-60), BI18R

(tipo I proteina aglutinante IFN; por ejemplo vea Colamonici vy
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otros 1995, J. Biol. Chem. 270(27):15974-8), A35R (inhibidor de
la presentacidédn MHC II; por ejemplo vea Rehm y otros, 2010,
Virologia. 397(1):176-86 vy Roper vy otros, 2006, Diario de
Virologia 80(1):306-13), B15R (proteina aglutinante IL-1B; por
ejemplo vea Alcami y otros, 1992, Célula 71(1):153-67),
proteinas aglutinantes quimioquina (B29R, G3R, H5R), inhibidor
STAT1 (H1L); dsRNA o PKR inhibidores tal como E3L (vea por
ejemplo Chang y otros, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. 89(11) :4825-
9) o K3L (por ejemplo, vea Davies vy otros, 1993, J. Virol.
67(3):1688-92 vy Langland y otros, 2002, Virologia, 299(1):133-
41); Bcl-2 como proteinas (tal como N1, N2, Bl14, Fl, C6, Ad6 vy

K7), o combinaciones de las mismas.

5.2 MODIFICCAIONES DE GLICOSILACION VIRAL

En ciertas incorporaciones no limitantes de 1la
invencién, un VV es tratado con un agente que modifica la
glicosilacién. Por ejemplo, una célula que produce el VV puede
ser administrada un inhibidor de glicolizacidén y/o cultivarse en
la presencia de un inhibidor de glicosilacidén o un VV puede ser
tratado con un agente que reduce o remueve o modifica la
glicosilacién. En ciertas incorporaciones, un VV puede ser
sometido a un tratamiento &acido para reducir la glicosilacién

del wvirus. En ciertas incorporaciones, el VV de la presente
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invencidén puede ser producido en una linea de célula gque no
tiene 1la funcién de glicosilacidén, por ejemplo, debido a

mutaciones en una o mas de las enzimas de glicosilaciédn.

En ciertas incorporaciones, el VV tratado con un
agente que reduce o remueve o modifica la glicosilacidn, por
ejemplo, un virus deglicosilado, puede tener menos de alrededor
de 90%, menos de alrededor de 80%, menos de alrededor de 70%,
menos de alrededor de 60%, menos de alrededor de 50%, menos de
alrededor de 40%, menos de alrededor de 30%, menos de alrededor
de 20%, menos de alrededor de 10% de la glicosilacidén de VV que

no se trata con un agente que modifica la glicosilaciédn.

En particular las incorporaciones no limitantes,
muestran un VV de la presente invencidén que puede ser tratado
con una enzima sialidasa la cual reduce o remueve los residuos
de amino &cido sialico desde la superficie viral (por ejemplo
cubierta). En una o ma&s incorporaciones no limitantes, el VV es
tratado con una enzima sialidasa antes de la administracidén a un
sujeto. En una incorporacidén no limitante especifica, la enzima
sialidasa es la enzima Sialidasa A (Glyko Sialidasa A, Cbédigo
WS0042) por ejemplo como parte del equipo Deglicosilacidn
Enzimdtica Glycopro (Cédigo de producto: GK80110, Prozyme). En
ciertas incorporaciones, el VV puede ser tratado con Sialidasa A
en combinacién con N- vy O-glicanasas. Otras enzimas que

remueven el Aacido sialico o que rompen los residuos glicosilo
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desde el virus pueden también ser wusadas de acuerdo a la
invencién, incluyendo pero no limitdndose a neuraminidasas,

PNGases (por ejemplo, PNGase A o PNGaseF), PBl1-4 galactosidasa,

f-N-acetilglucosaminidasa, o el uso de tratamientos quimicos tal

como b-eliminacidén o &lcali o hidrazonollo.

Sin desear estar unido a ninguna teoria en particular,
se cree que la reduccidén de glicosilacidn, por ejemplo mediante
tratamiento sialidasa del wvirus de vaccinia, se reduce la
activacién TLR2 vy por tanto se retrasa la activacidén inmune
sistémica durante el periodo de entrega viral y/o se reduce la

produccién de anticuerpos neutralizantes antivirales.

5.3 MODIFICACION QUE PROMUEVE RESPUESTA DE CELULA-T

En ciertas incorporaciones no limitantes de 1la
invencién, un VV es modificado para incluir uno o mas &cidos
nucleicos codificando un péptido o proteina gque promueve la
respuesta de célula-T. En ciertas incorporaciones, el péptido o
proteina el cual promueve una respuesta de célula-T puede
promover la expresidén de una o mas sito quinas proinflamatorias.

Por ejemplo, vy no por via de limitacidén, las citoquinas
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proinflamatorias pueden incluir IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-15,

I1L-18, IL-21, IFN-a, IFN-B, IFN-y, CCL5 y IP-10.

Los ejemplos no limitantes de un péptido o proteina
que promueve una respuesta de célula-T incluyen Toll/IL-1R
dominio-conteniendo adaptador induciendo IFN-f (“TRIF”) o un
dominio funcional del mismo. En ciertas incorporaciones no
limitantes, el &cido nucleico puede codificar un TRIF humano
teniendo wuna secuencia de amino &cido como se establece en
UniProtKB No. Q8IUC6, o una secuencia de amino &cido de por 1lo
menos de alrededor de 90%, por lo menos de alrededor de 95%, o
por lo menos de alrededor de 98% homdélogo al mismo, o un TRIF de
rata teniendo una secuencia de amino acido como se establece en
UniProtKB o wuna secuencia de aminocdcido por 1lo menos de
alrededor de 90%, por 1lo menos de alrededor de 95% o por 1lo

menos de alrededor de 98% homéloga al mismo.

En ciertas incorporaciones no limitantes, el acido
nucleico puede codificar uno o mas dominios TRIF como se mostrd
en la figura 30. En ciertas incorporaciones, el &cido nucleico
codificando un péptido o proteina gue promueve una respuesta
célula-T, por ejemplo TRIF, puede ser clonado en el lugar del
gen de cinasa timidina (TK) del virus como se muestra en la
figura 4A. El &4cido nucleico codificando un péptido o proteina
que promueve una respuesta de célula-T puede ser enlazado

operablemente a cualguier promotor que puede resultar en la
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expresidén del acido nucleico. Como se usd aqui, “operablemente
enlazado” significa que un promotor estd en una ubicacidn
funcional correcta y/o en una orientacién en relacidédn a la
secuencia de 4cido nucleico para controlar la iniciacién
transcripcional y/o la expresién de esa secuencia. En ciertas
incorporaciones, el promotor es un promotor de vaccinia y/o un
promotor de vaccinia sintética. En ciertas incorporaciones, el
promotor es un promotor de vaccinia sintética pSE/L. En ciertas
incorporaciones, el &cido nucleico codificando un péptido o
proteina que promueve una respuesta de célula-T estd enlazado

operablemente al promotor p7.5 viral.

En otras incorporaciones no limitantes el A&cido

nucleico puede codificar un factor estimulante de colonia de
granulocito-macréfago (“GM-CSF”), 1IL-12, IFN-y o IL-18. En

ciertas incorporaciones mads de uno de tal &acido nucleico puede

ser incorporado en VV.

5.4 MODIFICACIONES QUE INHIBEN LA INMUNOSUPRESION

En ciertas incorporaciones no limitantes de 1la
invencién, un VV es modificado para incluir uno o mas &cidos
nucleicos codificando un péptido o proteina o un &cido nucleico
0 micro-RNA que inhibe o reduce la inmunosupresién. Los ejemplos
no limitantes de medidas de inmunosupresién incluyen: el nivel

de células supresoras derivadas de mieloide (“MDSC”); el nivel
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de macréfagos M2; y el nivel de células-T auxiliares en contra
de células-T reguladoras supresoras. En particular en
incorporaciones no limitantes, el A&acido nucleico codifica un
péptido o proteina o acido ribonucleico o micro-RNA que reduce
la actividad prostaglandina E2 (“un antagonista PGE2”). En
incorporaciones no limitantes especificas, el A&cido nucleico
codifica un péptido y/o una proteina que es un antagonista PGE2
(como se usa el término aqui) que degrada en el PGE2. En un
ejemplo no limitante especifico, la proteina que degrada PGE2 es
15-PGDH (humana) o HPGD (ratdn). Por ejemplo, y no por via de
limitacidén, el 15-PGDH puede tener una secuencia de amino &acido
como se establece en UniProtKB No. P15428, o una secuencia de
amino &4cido de por lo menos de alrededor de 90%, de por lo menos
de alrededor de 95%, o de por lo menos de alrededor de 98%
homéloga al mismo; y un acido nucléico codificando 15-PGDH puede
tener una secuencia de &cido nucleico como se establece en el
acceso GenBank No. U63296.1, o una secuencia de &cido nucleico
de por lo menos de 90%, de por lo menos de 95%, o de por 1lo
menos de98% homdéloga al mismo. En incorporaciones no limitantes
adicionales, un &cido nucleico codificando una versidn secretada
o insolubilizada del receptor extracelular para PGE2 puede ser
incluida en el VV, por ejemplo el &cido nucleico codificando
EP1, EP2, EP3, y/o EP4, en donde EP3 y EP4 son de una afinidad
superior. En ciertas incorporaciones, el uno o mas péptidos o
proteinas que 1inhiben o reducen la inmunosupresidén pueden

resultar en la expresién reducida de uno o més de quimioquinas
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supresoras tal como, pero no limitdndose a CXCL12. En ciertas
incorporaciones, el uno o mas péptidos o proteinas que inhiben o
reducen la inmunosupresidén pueden resultar en la expresidn
incrementada de uno o més de quimioquinas inmuno activantes tal

como, pero no limitandose a CXCL9, CXCL10 y CCL5.

En ciertas incorporaciones, el acido nucleico
codificando un antagonista PGEZ puede ser clonado en el lugar
del gen tiamidina cinasa (TK) del wvirus. El &cido nucleico
codificando una proteina o péptido antagonista PGE2 puede ser
operablemente enlazado a cualquier promotor que puede resultar
en expresién del &cido nucleico. En ciertas incorporaciones, el
acido nucleico codificando una proteina o péptido antagonista
PGE2 operablemente enlazado al promotor p7.5 viral. En ciertas
incorporaciones, el promotor es un promotor de vaccinia y/o un
promotor de vaccinia sintética. En ciertas incorporaciones, el
promotor es el promotor de vaccinia sintética pSE/L. En ciertas
incorporaciones, el virus puede incluir wun &cido nucleico
codificando un antagonista PGE2 y un &cido nucleico codificando
un péptido o proteina gque promueve una respuesta de célula-T que
son ambas operablemente enlazadas a un promotor, por ejemplo el
promotor p7.5 viral, y clonado en el lugar del gen de timidina

cinasa (TK) del wvirus.

En incorporaciones no limitantes adicionales, un wvirus

inmuno oncolitico de la invencidén puede ser administrado junto
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con un agente que inhibe o reduce MDSC, incluyendo, por ejemplo,
pero no por via de limitacidén, un anticuerpo gque tiene como
objetivo un marcador de superficie de MDSC tal como un
anticuerpo anti-CD33 o wuna regidén variable del mismo; un
anticuerpo anti-CDllb o regidén variable del mismo; un inhibidor
COX2, por ejemplo celecoxib; sunitinib vy/o todos 1los &cidos
trans retinoicos (por ejemplo, vea Najjar vy Finke, 2013,

Fronteras en Oncologia, 3 (49) 1-9).

5.5 MODIFICACIONES QUE MEJORAN EIL ESPARCIMIENTO Y ACTIVIDAD DEL

VIRUS

En ciertas incorporaciones no limitantes de 1la
invencidén, un VV es modificado para mejorar el esparcimiento y/o
la actividad del wvirus. En particular en incorporaciones no
limitantes, un VV es modificado para aumentar la cantidad de
envoltura extracelular desde el wvirus que se produce, por
ejemplo mediante introducir wuna o mds de las siguientes
mutaciones: A34R Lysl5l a Glu; supresidén completa o parcial de
B5R; mutacidén/supresidén de A36R y/o mutacidén/supresidn de A56R.
En ciertas incorporaciones, un VV modificado puede incluir una

supresidén completa o parcial de B5R.

5.6 VIRUS MODIFICADOS
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En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV inmuno-oncolitico que comprende una
o mds, o dos o mas, o tres o mads o cuatro o més, de las
siguientes modificaciones, como se describe en las secciones

dadas arriba:

(1) una mutacién de columna viral:

(ii) una modificacidén de glicosilacidn viral;

(1id) una modificacidén que promueve la respuesta de
célula-T;

(iv) una modificacidén que inhibe la inmunosupresidn;
y/o

(v) una modificacidédn que mejora la actividad y el

esparcimiento de virus.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV que comprende una modificacidédn de
glicosilacién viral % una o mas de las siguientes

modificaciones, como se describid en la secuencia dada arriba:

(1) una mutacién de columna viral:
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(1) una modificacidén que promueve una respuesta de
célula-T;

(iii) una modificacidén que inhibe la inmunosupresidn;
y/o

(iv) una modificacidén que mejora el esparcimiento y

la actividad de wvirus.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV el cual esta tratado con un agente
que reduce la cantidad de glicosilacidén (por ejemplo
sialilacidn) antes de la administracién a un anfitridén vy
comprende o leva o contiene una o mads de las siguientes

modificaciones, como se describid en las secciones anteriores:

(1) una mutacién de columna viral:

(ii) una modificacidén que promueve la respuesta de
célula-T;

(1id) una modificacidén que inhibe la inmunosupresidn;
y/o

(iv) una modificacidén que mejora el esparcimiento y

la actividad de wvirus.
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En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV que tiene una glicosilacidén reducida
(por ejemplo sialilacidn) en relacidén a un virus no modificado y

5 comprende o lleva o contiene una o mads de las siguientes

modificaciones, como se describidé en las secciones anteriores:

(1) una mutacién de columna viral:
10 (1) una modificacidén que promueve la respuesta de
célula-T;
(1i1) una modificacidén que inhibe la inmunosupresidn;
y/o
15
(iv) una modificacidén que mejora el esparcimiento y

la actividad de wvirus.

En incorporaciones no limitantes, la presente

20 invencidén proporciona un VV que es tratado con un agente que
reduce la cantidad de glicosilacién antes de la administracidén a

un anfitrién o que de otra manera tiene una glicosilaciédn

reducida en relacidén al virus no modificado.

25 En incorporaciones no limitantes, la presente

invencidén proporciona un VV que es tratado con sialidasa antes
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de la administracidén a un anfitridén o que de otra manera tiene
residuos de &cido sialico reducidos en relacidén a un virus no

modificado.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV que comprende o lleva o contiene un

dcido nucleico codificando TRIF.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV que comprende o lleva o contiene un
dcido nucleico codificando un antagonista PGE2 (por ejemplo 15-

PGDH o HPGD) .

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencién proporciona un VV  que comprende una o més
modificaciones que mejoran el esparcimiento y la actividad de
virus seleccionados del grupo de A34R Lysl51 a la mutacidén Glu;
una supresidén completa o parcial de B5R; una mutacidn/supresidn

de A36R y/o una mutacién/supresidn de A56R.

En las incorporaciones no limitantes, la presente
invencién proporciona un  VV  que comprende una o més
modificaciones de columna de virus seleccionadas del grupo de
una mutacién que reduce la expresidédn de IL-18BP funcional (por
ejemplo supresiédn CD12L), supresidén B8R, supresién B18R,

supresidén A35R, o una combinacién de las mismas.
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En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV que es tratado con un agente que
reduce la cantidad de glicosilacién antes de la administracidén a
un anfitrién o que de otra manera tiene una glicosilacidn
reducida en relacidén al virus no modificado y ademads comprende o
lleva o contiene un acido nucleico codificando TRIF o un dominio

funcional del mismo.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV el cual esta tratado con un agente
que reduce la cantidad de glicosilacidén (por ejemplo
sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridén o que de
otra manera ha reducido la glicosilacién (por ejemplo
sialilacidén reducida) en relacidén al wvirus no modificado vy
ademds comprende o lleva o contiene un 4cido nucleico

codificando un antagonista PGEZ (por ejemplo 15-PGDH o HPGD) .

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV el cual esta tratado con un agente
que reduce la cantidad de glicosilacién (por ejemplo
sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridén o que de
otra manera ha reducido la glicosilacién (por ejemplo
sialilacidén reducida) en relacidédn a virus no modificado y ademés

comprende o lleva o contiene un &acido nucleico codificando TRIF
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o un dominio funcional del mismo vy/o un &cido nucleico

codificando un antagonista PGEZ (por ejemplo 15-PGDH o HPGD) .

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV el cual esta tratado con un agente
que reduce la cantidad de glicosilacién (por ejemplo,
sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridén o que de
otra manera ha reducido la glicosilacién (por ejemplo,
sialilacidén reducida) en relacidédn a un virus no modificado vy
ademds comprende una o mas modificaciones que mejoran el
esparcimiento y actividad del virus seleccionado del grupo de un
A34R Lysl51 a mutacidédn Glu; una supresidn completa o parcial de
B5R; una supresidén/mutacidédn de A36R y/o una mutacidn/supresidn
de ADbLG6R. En ciertas incorporaciones, la presente invencidn
proporciona un VV deglicosilado que comprende una supresidn

completa o parcial de B5R.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV el cual esta tratado con un agente
que reduce la cantidad de glicosilacién (por ejemplo
sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridén o que de
otra manera ha reducido la glicosilacibén (por ejemplo una
sialilacidén reducida) en relacidédn a un virus no modificado vy
ademés comprende una o mas modificaciones de columna de virus
seleccionadas del grupo de una mutacidén que reduce la expresidn

de IL-18BP funcional (por ejemplo supresidén C1l2L), supresidn
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B8R, supresién B1l8R, supresidédn A35R, o una combinacién de los
mismos. En ciertas 1incorporaciones, la presente 1invenciédn
proporciona un VV deglicosilado que comprende una supresidn

Cl2L.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV el cual estda tratado con un agente
que reduce la cantidad de glicosilacidén (por ejemplo
sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridén o que de
otra manera ha reducido la glicosilacién (por ejemplo
sialilacidén reducida) en relacidédn a virus no modificado y ademés
comprende una o mas modificaciones de columna de virus
seleccionadas del grupo de una mutacidén que reduce la expresidn
de IL-18BP funcional (por ejemplo supresidédn C12L), supresidn
B8R, supresién B18R, supresién A35R, o una combinaciédn de los
mismos y ademds comprende una o mas modificaciones que mejoran
el esparcimiento y la actividad de virus seleccionados del grupo
de A34R Lysl51 a mutacidén Glu; una supresidn completa o parcial
de B5R; una mutacidén/supresidn de A36R y/o una
mutacién/supresién de A56R. En ciertas incorporaciones, la
presente 1invencidén proporciona un VV deglicosilado el cual

comprende una supresién Cl2L y una supresidn BS5R.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV el cual esta tratado con un agente

que reduce la cantidad de glicosilacién (por ejemplo
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sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridén o que de
otra manera tiene wuna glicosilacidén reducida (por ejemplo
sialilacidén reducida) en relacidédn a un virus no modificado vy
ademés comprende o lleva o contiene un 4Acido nucleico
codificando TRIF o un dominio funcional del mismo y ademéas
comprende una o mas modificaciones de columna de virus
seleccionadas del grupo de una mutacidén que reduce la expresidn
de IL-18BP funcional (por ejemplo supresidédn C1l2L), una supresidn
B8R, una supresidén B18R, una supresidédn A35R, o una combinacidn
de los mismos. En ciertas incorporaciones, el virus comprende

la supresidén C12L.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV que esta tratado con un agente que
reduce la cantidad de glicosilacidén (por ejemplo sialilacidn)
antes de la administracién en anfitrién o que de otra manera
tiene una glicosilacidén reducida (por ejemplo una sialilacidn
reducida) en relacidén a un virus no modificado vy ademés
comprende o lleva o contiene un &cido nucleico codificando un
antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD) y ademds comprende
una o mas modificaciones de columna de virus seleccionadas del
grupo de mutacidén que reduce la expresidédn de IL-18BP funcional
(por ejemplo supresién C1l2L), supresidén B8R, supresidn BI18R,

supresién A35R, o una combinacién de los mismos.
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En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona el TK- VV el cual estd tratado con un
agente que reduce la cantidad de glicosilacidén (por ejemplo
sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridén o que de
otra manera tiene wuna glicosilacién reducida (por ejemplo
sialilacidén reducida) en relacidédn a un virus no modificado vy
ademés comprende o lleva o contiene un &Acido nucleico
codificando TRIF o un dominio funcional del mismo y un &cido
nucleico codificando un antagonista PGE2Z (por ejemplo 15-PGDH o
HPGD), y ademds comprende una o mas modificaciones de columna de
virus seleccionadas del grupo de mutacién que reduce la
expresién de IL-18BP funcional (por ejemplo supresidén C1l2L),
supresidédn B8R, supresidn B18R, una supresidn A35R, o

combinaciones de las mismas.

En incorporaciones no limitantes la presente invencidn
proporciona un VV el cual estd tratado con un agente que reduce
la cantidad de glicosilacidén (por ejemplo sialilacidn) antes de
la administracién a un anfitrién o que de otra manera tiene una
glicosilacién reducida (por ejemplo sialilacidén reducida) en
relaciédn a un virus no modificado y ademds comprende o lleva o
contiene un &cido nucleico codificando TRIF o un dominio
funcional del mismo y ademds comprende una o mas modificaciones
que mejoran el esparcimiento y actividad del virus seleccionados

del grupo de un A34R Lysl5l a mutaciédn Glu; una supresidn
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completa o parcial de B5R; una mutacidédn/supresidédn de A36R y/o

una mutacidén/supresidn de A56R.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV el cual estda tratado con un agente
que reduce la cantidad de glicosilacién (por ejemplo
sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridén o que de
otra manera tiene una glicosilacidén reducida (por ejemplo
sialilacidén reducida) en relacidédn a virus no modificado y ademés
comprende o lleva o contiene un A&acido nucleico codificando un
antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD) y ademds comprende
una o mas modificaciones que mejoran el esparcimiento vy
actividad de virus seleccionada del grupo de un A34R Lysl5l a
mutaciédn Glu; una supresidén completa o parcial de B5R; una

mutacidén/supresidén de A36R y/o una mutacidn/supresidén de A56R.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV que estd tratado con un agente que
reduce la cantidad de glicosilacibén (por ejemplo sialilacidn)
antes de la administracién a un anfitridén o que de otra manera
tiene una glicosilacidén reducida (por ejemplo sialilacidn
reducida) en relacidén a un virus no modificado vy ademés
comprende o lleva o contiene un &acido nucleico codificando TRIF
o un dominio funcional del mismo y un &cido nucleico codificando
un antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD), vy ademas

comprende una o mas modificaciones que mejoran el esparcimiento
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y actividad de virus seleccionadas del grupo de un A34R Lysl5l a
mutacidédn Glu; una supresidén completa o parcial de B5R; una
mutacidén/supresién de A36R y/o una mutacidn/supresidén de A56R.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un VV que es tratado con un agente que
reduce la cantidad de glicosilacibén (por ejemplo sialilacidn)
antes de la administracidén a un anfitriébn o que de otra manera
tiene una glicosilacién reducida (por ejemplo sialilacién
reducida) en relacidén a virus no modificado y ademds comprende
o lleva o contiene un acido nucleico codificando TRIF o un
dominio funcional del mismo y un acido nucleico codificando un
antagonista PGE2 (por ejemplo 15-PGDH o HPGD), vy ademas
comprende una o mas modificaciones que mejoran el esparcimiento
y actividad de virus seleccionadas del grupo de un A34R Lyslbl a
mutaciédn Glu; una supresidén completa o parcial de B5R; una
mutacidén/supresién de A36R y/o una mutacidn/supresidén de AS6R vy
que comprende una o mas modificaciones de columna de virus
seleccionadas del grupo de una mutacidén que reduce la expresidn
de IL-18BP funcional (por ejemplo supresidédn C1l2L), una supresidn
B8R, una supresidén B18R, una supresidédn A35R, o una combinacidn
del mismo. En ciertas incorporaciones, el virus comprende la
supresidén C12L. En ciertas incorporaciones, el VV puede

comprender la supresién Cl2L y la supresidn B5R.

Las modificaciones arriba descritas pueden ser

producidas en un VV (virus de vaccinia) que es conocido en el
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arte. Los ejemplos no limitantes incluyen el: cepa reserva
Western, cepa Copenhagen; cepa Wyeth (NYCBOH); la cepa Tian
Tian; la cepa USSR (y vea las referencias 1 y 2 abajo). La cepa
VV de base modificada como se establece aqui puede en si misma
comprender una o mas mutaciones en relacidén a su cepa padre, por
ejemplo, pero no limitdndose a una o mas de las siguientes:
supresién en TK- (por ejemplo denotada aqui como “TK-%);

supresidén en VGF; SPI-1; supresidén: y/o supresidédn SPI-2.

En ciertas incorporaciones no limitantes la presente

invencidén proporciona un virus de vaccinia con las siguientes

modificaciones:

(1) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacién a un virus no
modificado;

(i) un acido nucleico codificando TRIF o un dominio

funcional del mismo; y/o

(1id) un acido nucleico codificando 15-PGDH o un

dominio funcional del mismo.

En incorporaciones no limitantes, la presente
invencidén proporciona un virus de vaccinia con las siguientes

modificaciones:
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(1) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacién a un virus no
modificado;

(ii) un acido nucleico codificando TRIF o un dominio

funcional del mismo;

(1i1) un acido nucleico codificando 15-PGDH o un

dominio funcional del mismo; vy/o

(iv) una supresidén C12L.

En incorporaciones no limitantes, la presente

invencidén proporciona un VV con las siguientes modificaciones:

(1) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacién a un virus no
modificado;

(i) un acido nucleico codificando TRIF o un dominio

funcional del mismo;

(1id) un acido nucleico codificando 15-PGDH o un

dominio funcional del mismo;
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(1v) una supresién C12L; vy/o

(v) una supresidén BSR.

En ciertas incorporaciones no limitantes, la presente

invencidén proporciona un virus de vaccinia con las siguientes

modificaciones:
(1) una supresidén TK;
(ii) una envoltura con una glicosilacién reducida

(por ejemplo sialilacidén reducida) en relacidédn a un virus no

modificado;

(1id) un A&acido nucleico codificando TRIF, o un

dominio funcional del mismo; y/o

(iv) un acido nucleico codificando 15-PGDH, o un

dominio funcional del mismo.

En incorporaciones no limitantes, la presente

invencidén proporciona un virus de vaccinia con las siguientes

modificaciones:

(1) una supresidén TK;
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(1) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacién a un virus no
modificado;

(1i1) un Aacido nucleico codificando TRIF, o un

dominio funcional del mismo;

(iv) un acido nucleico codificando 15-PGDH, o un

dominio funcional del mismo; y/o

(v) una supresidén C12L.

En incorporaciones no limitantes, la presente

invencidén proporciona un VV con las siguientes modificaciones:

(i) una supresidén TK;

(ii) una envoltura con glicosilacién reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacién a un virus no
modificado;

(1id) un A&acido nucleico codificando TRIF, o un

dominio funcional del mismo;

(iv) un acido nucleico codificando 15-PGDH, o un

dominio funcional del mismo;



10

15

20

25

48

(v) una supresién Cl2L; y/o

(vi) una supresidén B5R.

5.7 METODOS DE TRATAMIENTO

La presente invencidédn proporciona un método para
reducir el crecimiento de una célula de cancer que comprende
administrar, a la célula de céancer de un sujeto, una cantidad
efectiva de un virus de vacciniea inmuno oncolitico, como se
describidé arriba. Reducir el crecimiento de wuna célula de
cancer puede ser manifestado, por ejemplo, mediante muerte de la
célula o una tasa de replicaciédn mas lenta o una tasa de
crecimiento reducida de un tumor que comprende la célula o una
supervivencia prolongada de un sujeto conteniendo la célula de
cancer.

Un “sujeto” o “paciente” como se usod
intercambiablemente aquili se refiere a un humano o a un sujeto no
humano. Los ejemplos no limitantes de sujetos no humanos
incluyen primates no humanos, perros, gatos, ratones, ratas,
cochinillas de guinea, ratones, cerdos, aves, caballos, vacas,

cabras, ovejas, etc.
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La presente invencidédn proporciona un método para
reducir el crecimiento de un tumor que comprende administrar, al
tumor, una cantidad efectiva de un virus de vaccinia
inmunooncolitico, como se describidé arriba. Reduciendo el
crecimiento de wun tumor puede ser manifestado por ejemplo
mediante una tasa de crecimiento reducida o una supervivencia

prolongada de un sujeto que tiene el tumor.

La presente invencidédn proporciona un método para
tratar a un sujeto que tiene céncer comprendiendo administrar,
al sujeto, una cantidad efectiva de un virus de vacciniea inmuno

oncolitico como se describid arriba.

Una “cantidad efectiva” en tal método incluye una
cantidad que reduce la tasa de crecimiento o de esparcimiento
del céncer o qgue prolonga la supervivencia del sujeto. En
ciertas incorporaciones, una cantidad efectiva puede incluir una
cantidad que es suficiente para producir un efecto anti-céncer

en un sujeto.

Un efecto “anti-cédncer” como se usd aqui, se refiere a
uno o© mas de una reduccidén en masa de células de cancer
agregadas, una reduccidn en una tasa de crecimiento de célula de
cancer, en una reduccidén en la proliferacidén de células de
cadncer, en una reduccidn de la masa de tumor, en una reduccidn

en el volumen de tumor, en una reduccién en proliferacidédn de
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célula de tumor, en una reduccidén en la tasa de crecimiento de

tumor y/o en una reduccidén en la metastasis de tumor.

En ciertas incorporaciones, la presente invencidn
proporciona un método para producir un efecto anti-cdncer en un
sujeto que tiene cancer comprendiendo administrar al sujeto, una
cantidad efectiva de un virus de vaccinia inmunooncolitico como

se describid arriba.

En incorporaciones no limitantes, la cantidad de wvirus
de vaccinia administrada (por ejemplo dosis) puede ser de entre
alrededor de 10° y de 10" unidades formadoras de placa (PFU) o
de entre alrededor de 10° y 10'" unidades formadoras de placa o
de entre alrededor de 10° y 10° unidades formadoras de placa, o
de entre alrededor de 10° 10'" unidades formadoras de placa o de
entre alrededor de 10° y 10" unidades formadoras de placa.
También véase Thorne y Kim, 2009, Cancer Revisidén Nacional 9:64-
71. Note que aqui 10* es expresado alternativamente como leX.
En ciertas incorporaciones, el wvirus oncolitico puede ser
administrado en una dosis Unica o puede ser administrado en
maltiples dosis. En ciertas incorporaciones en donde el virus
es administrado en dosis multiples, las dosis pueden ser
administradas secuencialmente, por ejemplo, diariamente,
semanalmente o a intervalos mensuales o en respuesta a una

necesidad especifica del sujeto.
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En ciertas incorporaciones, el virus inmunooncolitico
puede ser administrado en una composicidén farmacéutica, en donde
el virus esta presente en una cantidad efectiva y combinado con
un portador farmacéuticamente aceptable. El término
“farmacéuticamente aceptable” como se usd aqui, incluye
cualquier portador el cual no interfiere con la efectividad de
la actividad bioldégica de los ingredientes activos y/o gue no es
téxico al paciente al que se administra. Los ejemplos no
limitantes de los portadores farmacéuticos adecuados incluyen
soluciones salinas tamponeadas con fosfato, agua, emulsiones,
tal como emulsiones de aceite/agua, varios tipos de agentes
humectantes vy soluciones estériles. Los ejemplos no limitantes
adicionales de portadores farmacéuticamente compatibles pueden
incluir geles, materiales de matriz biocadsorbibles, elementos de
implantacién que contienen el virus de vaccinia oncolitico o
cualquier otro vehiculo adecuado, medios de entrega o surtido o
material. Tales portadores pueden ser formulados por métodos
convencionales y pueden ser administrados a un sujeto en una

cantidad efectiva.

El virus de vaccinia de la presente invencidédn puede
ser producido por métodos conocidos por un experto en el arte.
En ciertas incorporaciones, el virus de vaccinia puede ser
propagado en células anfitrionas adecuadas, aislado de las
células anfitrionas y almacenado en condiciones que promueven la

estabilidad y la integridad del virus, de manera que la pérdida
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de 1inefectividad con el tiempo es minimizada. Por ejemplo, el
virus de vaccinia puede ser almacenado mediante congelado o
secado, tal como mediante liofilizaciédn. En ciertas
incorporaciones, antes de la administraciédn, el wvirus de
vaccinia almacenado puede ser reconstituido (por ejemplo si se
seca para el almacenamiento) y diluido en un ©portador

farmacéuticamente aceptable para la administracidn.

El wvirus oncolitico puede ser administrado al sujeto
usando métodos de administracidén estandar. En ciertas
incorporaciones no limitantes, el virus oncolitico puede ser
administrado sistémicamente. Alternativamente o adicionalmente,
el virus oncolitico puede ser administrado por inyeccidén en el
sitio de céancer, por ejemplo, en el sitio del tumor. Por
ejemplo, y no por via de limitacién, la ruta de administracidn
puede ser mediante inhalacién, intranasal, intravenosa,
intraarterial, intratecal, intratumoral, intraperitonial,
intramuscular, subcuténea, tépica, intradérmica, regional local,
administracién oral, o combinaciones de las mismas. En ciertas
incorporaciones, el virus oncolitico puede ser administrado al
paciente desde una fuente implantada en el paciente. En ciertas
incorporaciones, la administracién del virus oncolitico puede
ocurrir mediante infusidén continua sobre un periodo de tiempo
seleccionado. En ciertas incorporaciones, las composiciones

farmacéuticas pueden ser administradas directamente a un sitio
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de tumor, por ejemplo, a través de inyeccidn intratumoral

directa.

Los canceres que pueden ser tratados mediante terapia
de virus de vaccinia inmunooncolitica incluyen pero no se
limitan a adenocarcinoma, ostisarcoma, carcinoma cérvico,
melanoma, carcinoma heptacelular, cancer de seno, cancer de
pulmén, cancer de préstata, cancer ovario, leucemia, linfoma,
carcinoma renal, cancer pancredtico, céancer géastrico, carcinoma
de colon, céncer duodenal, glioblastoma multiforme, astrocitoma

y sarcoma.

En ciertas incorporaciones, el tratamiento usando el
virus de vaccinia inmunooncolitico, como se describidé arriba
puede ser usado solo o en combinacidén con uno o mas agentes
anticancer. Un “agente anticéncer” como se usd aqui, pude ser

cualquier molécula, compuesto, quimico o composicidédn que tiene

un efecto anti-cédncer. Los agentes anti-cédncer incluyen pero no
se limitan a agentes quimioterapéuticos, agentes
radioterapéuticos, citoquinas, inhibidores de punto de

verificacidén inmune, agentes angiogénicos, agentes que inducen
la apoptosis, anticuerpos en contra del céncer y/o agentes de

guinasa anti-ciclina dependientes.

En ciertas incorporaciones, el tratamiento usando un

virus de vaccinia inmunooncolitica puede usarse solo o0 en
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combinacidén con uno o mas agentes inmunomodulatorios. Un agente
inmunomodulatorio puede incluir cualquier compuesto, molécula o
sustancia capaz de suprimir la inmunidad anti-viral asociada con
Un tumor o céancer. En ciertas incorporaciones, el agente
inmunomodulatorio es capaz de suprimir la inmunidad innata y/o
la inmunidad innata y/o la inmunidad adaptiva al virus
oncolitico. Los ejemplos no limitantes de los agentes
inmunomodulatorios incluyen un anticuerpo anti-CD33 a una regidn
variable del mismo, un anticuerpo anti-CDllb o una regidn

variable del mismo, un inhibidor COX2, por ejemplo celecoxib,
citoquinas tal como IL-12, GM-CSF, IL-2, IFNB vy IFNy, vy

gquimioquinas tal como MIP-1, MCP-1, e IL-8. En ciertas
incorporaciones, el agente inmunomodulatorio incluye inhibidores
de punto de verificacidén inmune tal como pero no limitandose a
agonistas anti-CTLA4, anti-PD-1, anti-PDL1 y TLR (por ejemplo,

Poly I:C).

A\Y ”

La frase en combinacidén con como se usd aqui
significa que el virus de vaccinia inmunooncolitico y el uno o
mas agentes son administrados a un sujeto como parte de un
tratamiento o plan. En ciertas incorporaciones, siendo usadas
en combinacién no requieren que el virus de wvaccinia
inmunooncolitico y el uno o mé&s agentes sean fisicamente
combinados antes de la administracién o que estos sean

administrados sobre el mismo cuadro de tiempo. Por ejemplo, %

no por via de limitacién, el virus de vaccinia inmunooncolitico
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y el uno o ma&s agentes pueden ser administrados concurrentemente
con el sujeto que esta siendo tratado, O pueden ser
administrados concurrentemente con el sujeto que estd siendo
tratado, o pueden ser administrados al mismo tiempo ©
secuencialmente en cualquier orden o en puntos diferentes en el

tiempo.

En ciertas incorporaciones, un método para tratar un
sujeto teniendo céncer incluye administrar, al sujeto, una
cantidad efectiva de un virus de vaccinia aminooncolitico que
comprende: (i) una envoltura con glicosién reducida (por
ejemplo, sialilacidén reducida) en relacidén a un virus no
modificado; (ii) un &cido nucleico codificando TRIF , o un
dominio funcional del mismo; y (1i1) un acido nucleico

codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del mismo.

En ciertas incorporaciones, un método para el
tratamiento de un sujeto teniendo un cancer incluye administrar,
al sujeto, wuna cantidad efectiva de un virus de vacciniea
inmunooncolitico que comprende: (1) una envoltura con
glicosilacién reducida (por ejemplo sialilacidén reducida) en
relacién a un virus no modificado; (1i) un &cido nucleico
codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iii) un
dcido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del

mismo; y (iv) una supresidén de C12L.
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En ciertas incorporaciones, un método para tratar al
sujeto teniendo un cancer incluye administrar, al sujeto, una
cantidad efectiva de un virus de vaccinia inmunooncolitico que
comprende: (i) una envoltura con una glicosilacidén reducida
(por ejemplo una sialilacién reducida en relacidén al virus no
modificado; (ii) un A&cido nucleico codificando TRIF, o un
dominio funcional del mismo; (iii) un &cido nucleico codificando
15-PGDH, o un dominio funcional del mismo; (iv) una supresidn

de C12L; y (v) una supresidén b5SR.

En ciertas incorporaciones, un método para tratar un
sujeto teniendo un cancer incluye administrar, al sujeto, una
cantidad efectiva de un virus de vaccinia inmunooncolitico que
comprende: (i) una supresidén TK; (ii) una envoltura con una
glicosilacién reducida (por ejemplo sialilacidén reducida) en
relacién a un virus no modificado; (iii) wun &cido nucleico
codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; y (iv) un
dcido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del

mismo.

En ciertas incorporaciones, un método para tratar a un
sujeto teniendo un cancer incluye administrar, al sujeto, una
cantidad efectiva de wvirus de wvaccinia inmunooncolitico que
comprende: (i) una supresidn TK; (ii) una envoltura con
glicosilacidén reducida (por ejemplo una sialilacidn reducida) en

relacién a un virus no modificado; (iii) wun &cido nucleico



10

15

20

25

57

codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iv) un
dcido nucleico codificando 15-PGDH o un dominio funcional del

mismo; y (iv) una supresidédn C12L.

En ciertas incorporaciones, un método de tratamiento
de un sujeto teniendo un cancer incluye administrar, al sujeto,
una cantidad efectiva de un virus de vaccinia inmunooncolitico
que comprende: (i) una supresiodn TK; (ii) una envoltura con
glicosilacidén reducida (por ejemplo una sialilacidbn reducida) en
relacién a un virus no modificado; (iii) wun &cido nucleico
codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iv) un
dcido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del

mismo; (iv) una supresidén Cl2L; y (vi) una supresidn BS5R.

En ciertas incorporaciones, los métodos de la presente
invencién pueden ademds incluir el administrar al sujeto una
cantidad efectiva de uno o méds agentes. Por ejemplo, y no por
via de limitacidén, el agente puede ser un agente en contra del

cidncer y/o un agente inmunomodulatorio como se describid arriba.

5.8 EQUIPOS

La presente invencidén ademds proporciona equipos que
dan un virus de vaccinia inmunooncolitico como se describid
arriba. En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente

invencidén puede incluir un virus de vaccinia inmunooncolitico o
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una composicidédn farmacéutica comprendiendo un virus de vaccinia
inmunooncolitico como se describidé arriba. En ciertas
incorporaciones, un equipo de la presente invencidn puede ademés
incluir uno o mas componentes tal como las instrucciones de uso,
dispositivos y reagentes adicionales, y componentes, tales como
tubos, recipientes y Jjeringas para llevar a cabo los métodos
descritos anteriormente. En ciertas incorporaciones, un equipo
de la presente invencidn puede ademés incluir uno o més agentes,
por ejemplo, agentes en contra del <cancer y/o agentes
inmunomodulatorios que pueden ser administrados en combinacién

con un virus de vaccinia inmunooncolitico.

En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente
invencién puede incluir instrucciones para usar, un dispositivo
para administrar el wvirus de vaccinia inmunooncolitico a un
sujeto o un dispositivo para administrar un agente adicional o
un compuesto a un sujeto. Por ejemplo, y no por via de
limitacidén, las instrucciones pueden incluir una descripcién del
virus de vaccinia inmunooncolitico 'y, opcionalmente, otros
componentes incluidos en el equipo, y métodos para la
administracidén, incluyen métodos para determinar el estado
adecuado del sujeto, la cantidad de dosis adecuada y el método
de administracién adecuado para administrar el virus de vaccinia
inmunooncolitico. Las instrucciones pueden también incluir
guias para vigilar al sujeto por la duracidén del tiempo del

tratamiento.
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En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente
invencién puede incluir un dispositivo para administrar el virus
de wvaccinia inmunooncolitico a un sujeto. Cualquiera de una
variedad de dispositivos conocidos en el arte para administrar
medicamentos y composiciones farmacéuticas pueden ser incluidos
en los equipos proporcionados ahi. Por ejemplo, y no por via de
limitacidén, tales dispositivos incluyen, una aguja hipodérmica,
una aguja intravenosa, un catéter, un dispositivo de inyeccidn
de menos aguja, un inhalador y un surtidor de liquido, tal como
un gotero de ojos. En ciertas incorporaciones, un virus de
vaccinia inmunooncolitico que va ser entregado sistémicamente,
por ejemplo, mediante inyeccidédn intravenosa, puede ser incluido

en un equipo con una jeringa y aguja hipodérmica.

En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente
invencidén incluye una cantidad efectiva de un virus de vaccinia
inmunooncolitico que comprende: (1) una envoltura con
glicosilacidén reducida (por ejemplo una sialilacidn reducida) en
relacién a un virus no modificado; (1i) un &cido nucleico
codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; y (iii) un
dcido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del

mismo.

En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente

invencidén incluye una cantidad efectiva de un virus de vaccinia
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inmunooncolitico que comprende: (1) una envoltura con
glicosilacidén reducida (por ejemplo una sialilacidn reducida) en
relacién a un virus no modificado; (1i) un &cido nucleico
codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iii) un
dcido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del

mismo; y (iv) una supresidén C12L.

En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente
invencidén incluye una cantidad efectiva de un virus de vaccinia
inmunooncolitico que comprende: (1) una envoltura con una
glicosilacidén reducida (por ejemplo una sialilacidbn reducida) en
relacién al wvirus no modificado; (11) un acido nucleico
codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo; (iii) un
dcido nucleico codificando 15-PGDH, o un dominio funcional del

mismo, (iv) una supresidén Cl2L; y (v) una supresidédn B5R.

En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente invencidn
incluye una cantidad efectiva de un virus de wvaccinia
inmunooncolitica que comprende: (i) una supresidén TK; (ii) una
envoltura con una glicosilacién reducida (por ejemplo una
sialilacién reducida) en relacidén a un virus no codificado;
(1iii) un Acido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo; y (iv) un &cido nucléico codificando 15-

PGDH, o un dominio funcional del mismo.
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En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente invencidn
incluye una cantidad efectiva de un virus de wvaccinia
inmunooncolitico que comprende: (i) una supresidédn TK; (ii) una
envoltura con glicosilacidén reducida (por ejemplo sialilacidn
reducida) en relacidén a un virus no modificado; (iii) un &cido
nucléico codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo;
(iv) un A&cido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio

funcional del mismo; y (v) una supresidén C1l2L.

En ciertas incorporaciones, un equipo de la presente invencidn
incluye una cantidad efectiva de un virus de wvaccinia
inmunooncolitico que comprende: (i) una supresidén TK; (ii) una
envoltura con glicosilacién reducida (por ejemplo sialilacidn
reducida) en relacidén a un virus no modificado; (iil) un &cido
nucléico codificando TRIF, o un dominio funcional del mismo;
(iv) un A&cido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio
funcional del mismo; (v) una supresién Cl2L; vy (v) una

supresién BS5R.

Los siguientes ejemplos son ofrecidos para ilustrar méas

completamente la descripcidn, pero no deben considerarse como

limitantes del alcance de la misma.

6. EJEMPLO 1: EFECTO DE MUTACION DE COLUMNA C1l2L
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El virus de vaccinia (VV) negativo gquinasa timidina de Reserva
Western ("TK-") fue modificado para suprimir Cl2L. La cepa de
vaccinia de Reserva Western fue obtenida de VEI Resources (de
Manassas, Virginia) y todos los virus de vaccinia recombinantes

usados o construidos estuvieron basados sobre esta cepa.

Un mutante de supresidén de virus careciendo de 40% de Cl2L ORF
fue construido wusando una seleccién dominante transiente
Falkner & Moss, 1990, Diario de Virologia 64(6) 3108-3111).
Las células fueron infectadas con un WR de wvaccinia tipo
silvestre y simultdneamente se transfectaron con un plasmido
conteniendo las regiones 3’ y 5 del gen C1l2L. La
recombinacién se dejdé que ocurriera y un marcador seleccionable
se usd para determinar los eventos de recombinacidédn. Los virus
fueron titulados mediante ensayo de placa sobre células BSC-1,
fabricados y purificados como se describid previamente en uso

en vivo (Sampath, P y otros (2013) Mol. Ther., 21: 620-628).

Los ratones C57BL/6 llevando un tumor CMT-93 fueron
administrados con unidades formadoras de placa de 5 x 10°
(“PFU”) de virus WR no modificado o virus llevando la supresidn
Cl2L (WRAC12L). Para probar lo especifico del tumor del virus,
la cantidad de virus en cerebro, higado, pulmdén y tumor fue
evaluada a 1, 3 vy 10 dias después de la infeccidén. Los
resultados, en la figura 1A muestran gue aun cuando

aproximadamente en cantidades equivalentes de virus WR vy
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WRAC12L se encontraron en el higado, pulmén y tumor un dia
después de la infeccidén, mediante diez dias muy poco virus
WRAC12L se encontraron en un tejido sin tumor en relacidén a la
cantidad encontrada en el tumor, con el diferencial en 1la
expresién de tumor/no tumor siendo mucho menor para el virus WR

no modificado.

Para evaluar el efecto de la mutacidédn Cl2L en la supervivencia,
los ratones C57BL/6 (comprados de The Jackson Laboratory (de
Bar Harbor, ME) llevando tumores CMT-93 subcutédneos fueron
tratados intravenosamente con una dosis tnica de 1 x 10° de
unidades formadoras de placa de WR o de wvirus WRACI2L, vy
después se vigilaron. Aun cuando todos los ratones recibiendo
el virus WR habian muerto antes de 60 dias posteriores a la
infeccidén, después de 70 dias 50% de los animales WRAC12L auUn

estaban vivos (Figura 1B).

Los animales fueron primero inmunizados con el virus WR o el
virus WRAC12L y las células-T de estos ratones (o ratones de
control) fueron mezcladas con el virus WR y los niveles de
producciédn IFN-y fueron determinados mediante ELISA. Los
resultados estdn mostrados en la figura 1C e indican que la
supresién Cl2L resultd en una produccidn mayor de CTL o de IFN-

Yy produciendo esplenocitos.

7. EJEMPLO 2. EFECTO DE TRATAMIENTO DE DEGLICOSILACION
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Para probar el efecto de la modificacidédn de la glicosilacidn de
las proteinas de superficie wviral, fueron removidos WR TK-
Virus de wviccinia, glicans N-enlazado y O-enlazado simple, por
ejemplo acido siadlico, de dicha envoltura viral usando
Sialidasa A (Glyko Sialidasa A, Cdébdigo WS0042) o un coctail de
N- y O-glicanasas y Sialidasa A (equipo de Deglicosilacidn
Enzimdtica Glycopro, Cbébdigo de Producto: GK80110, Prozyme). E1
protocolo de no-desnaturalizacidédn para la deglicosilacidédn de un
virus fue para tomar (i) 20 pl de un caldo de wvirus; (ii)
agregar 17 pl de agua deionizada; (iii) agregar 10 pl de un
amortiguador de reaccidédn 5X; (iv) agregar 1 pl cada uno de N-
Glicanasa, Sialidasa A y O-Glicanasa (o cualquier enzima sola
usada con 19 pl de agua deionizada); y (v) incubar a 37°C por
16 horas antes del wuso. La deglicosilacién del wvirus fue

confirmada por andlisis de mancha Western (figura 2A).

El efecto de la deglicosilacidén sobre la inefectividad del
virus fue evaluada en diferentes lineas de célula de tumor de
ratdén infectadas con TK- (“WR” o WR.TK-) O su versidn
deglicosilada (“TK- deglic, “’WR deglic” y “DS WR.TK-“) a un
MOI de 1. El Hela (adenocarcinoma de cérvix humana), Bsc-1
(células de rifiébn normal de mono verde), 14eD (osteosarcoma
humano) , cv-1 (fibroblastos de mono verde), Renca
(adenocarcinoma renal de ratdn) y 4Tl (cédncer de pecho de

ratén) las lineas de célula fueron obtenidas de una coleccidn
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de cultivo tipo Americano (Manassas, Virginia). Las células
HEK293-mTLR2 fueron compradas de InvivoGen (de San Diego,
California). Las 1lineas de células MC38 (adenocarcinoma de
colon de ratdn) vy MEFs (fibroblastos embridnicos de ratdn)
fueron, respectivamente, una clase de regalo del Dr. David
Bartlett y el Dr. Robert Sobol (Universidad del Centro de
Cancer de Pittsburgh). Todas las lineas de célula fueron
mantenidas en el medio de cultivo recomendado conteniendo 5-10%
de suero bovino fetal y antibidéticos a 37°C, 5% de CO,. La
inefectividad wviral fue determinada mediante el analizar una
expresién de gen viral. La expresién de gen viral fue medida
tres horas después de la infeccidén mediante formacidn de imagen
de bioluminiscencia de la expresidén luciferasa in viro Para las
células cultivadas, 10 p de 30 mg/ml de D-luciferin (GoldBio,
de St. Louils, Missouri) fueron agregados a 1 ml de medio de
cultivo. Como se observé en la figura 2BV, la deglicosilacién
de la envoltura de virus no tuvo un efecto sobre 1la

inefectividad del wvirus.

El efecto de deglicosilacidén sobre la activacidén TLR2 se evalud
en un sistema modelo el cual inhibe la activacién NF-xB en
células HEK293 disefiadas para expresar TLR2 (HEK293/mTLR2) vy
transfectadas con ©pNIFty, un plésmido reportero de TLR-
seflalamiento. El pNiFty (el plésmido-luciferasa reportero de
sefialamiento-TLR) fue obtenido de InvivoGen y se transfectd en

células HEK293/mTLR2 usando el reactivo de transfeccidédn FuGENE
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HD (Promega, de Madison, Wisconsin). Las células HEK293/mTLR2
fueron infectadas a un MOI de 1 con virus WR o WR deglicosilado
y la activacidén TLR2 fue cuantificada 24 horas después de 1la
infeccidén mediante formacién de imagen de Dbioluminiscencia.
Como se muestra en la figura 2C, la deglicosilacidén del virus
resultdé en menos activaciédn de TLR2 in vitro en comparacién al
virus que no fue deglicosilado. Ademas, como se puede ver en
la figura 3A, el wvirus deglicosilado fue asociado con

esencialmente menos activacidédn de TLR2 que el virus WR.

El wvirus deglicosilado también exhibidé mayor toma por los
tumores. Para estos experimentos, el gen de luciferasa bajo el
control del promotor de vaccinia sintética pE/L (Chakrabarti vy
otros (1997). Biotécnicas 23: 1094-1097) fue incorporado en el
virus de vaccinia WR.TK- o DS WR.TK- (“WR.TK-Luc+" y "DS WR.TK-
Luct+", respectivamente), y se introdujo intravenosamente en los
ratones BALB/c (comprados a The Jackson Laboratory (de Bar
Harbor, ME)) llevando el tumor subcutédneo 4T1. La expresidn de
gel viral en el tumor puede ser medida por formacidén de imagen
de Dbioluminiscencia de la expresidén de luciferasa en vivo.
Para los modelos de animales, una dosis de 4.5 mg de D-
luciferin se inyectd intraperitonealmente por ratdn antes de la
formacién de imagen. Un modelo IVIS 2000 (PerkinElmer,
Waltham, Maryland) fue usado para la formacién de imagen y las
imégenes fueron analizadas con el software LivingImage

(PerkinElmer) .
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La figura 3B muestra que 24 horas después de la infeccidn, hubo
una expresidén significativamente mayor de DS WR.TK-Luc+ virus
en el tumor en relacidén a su contraparte glicosilada. Esta
diferencia en 1la toma no fue observada en los tejidos sin
tumor. La figura 3C muestra que la infeccidén de virus
deglicosilado resultd en un volumen de tumor mas pequefio. En
adicidén, los ratones BALB/c albergando xenoinjertos subcutédneos
de células Renca (adenocarcinoma renal de ratdn) fueron puestos
al azar y se 1inyectaron con una dosis intravenosa unica de
1x10® de unidades formadoras de placa de virus de TK- o TK-
deglicosilado. La cinética de la expresidén de gen viral desde
dentro del tumor fue vigilada por formacién de imagen de
bioluminiscencia de expresién luciferasa viral. Como se mostrd
en la figura 2E, la deglicosilacién dela envoltura viral

incrementd la expresidén de gen en tumores en vivo.

El efecto de la deglisilacidén del virus en la presencia de
linfocitos pSTAT1-pSTAT3+ fue analizada en ratones C57BL/6
inyectados intravenosamente con 1x10’ unidades formadoras de
placa de WR o WR deglicosilado. Los bazos fueron cosechados de
ratones C57BL/6 1 hora después de la inyeccién de los virus
indicados y los esplenocitos fueron aislados, fijados en 1.6%
de PFA y se permeabilizaron con metanol. Los analisis de
inmunomanchado intracelular de 2-colores fueron llevados a cabo

usando un Citdémetro de Flujo LSRFortessa (BD Biosciences, de
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San José, California). Los esplenocitos fueron manchados
usando anticuerpos PacificBlue anti-ratén PSTATI1 %
AlexaFluor647 antiratdn pSTAT3 (BD Biosciences). E1l porcentaje

de linfocitos PSTAT1-pSTAT3+ fue determinado mediante
citometria de flujo, y los PBS y PAM(3)CSK(4) fueron usados
como controles. La figura 2D muestra que la fosforilacidn
STAT3 fue agotada en los linfocitos esplénicos de ratones

inyectados con virus de vaccinia deglicosilada.

Para determinar la respuesta inmune en contra del virus en
vivo, los ensayos de anticuerpo neutralizante fueron llevados a
cabo. En breve, el suero conteniendo anticuerpo fue obtenido
de ratones tratados como se indicdé en el dia 14 después de la
inyeccidén de virus vy las diluciones en serie del suero
(empezando a 1/20) fueron usadas para neutralizar 1000 unidades
formadoras de placa de virus de vaccinia-TK. Las células 2x10°
Hela fueron cubiertas por pozo en 96 pozos y se infectaron con
una mezcla de suero-virus. En el cuarto dia después de la
infeccidén, las placas fueron lavadas con solucidén salina
tamponada con fosfato y la absorbencia fue cuantificada después
de manchar los cultivos wusando un equipo de ensayo de
proliferacidén de célula no radioactiva (Promega, de Madison,
Wisconsin) . Los valores 1ICsg (dilucidén del suero requerido
para neutralizar el virus vaccinia capaz de inducir 50% de la
inhibicidén de célula) fueron estimados de curva de respuesta de

dosis por una regresidén no lineal estédndar, usando una ecuacidn
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Hill adaptada. Como se mostrd en la figura 3D, la cantidad de
anticuerpo neutralizante en contra del virus es mayor en 1los
ratones C57BL/6 tipo silvestre que en los ratones llevando una
mutacidén de knockout TLR2. Por tanto, la activacidédn TLR2 més
baja asociada con el virus deglicosilado fue asociada con menos
produccidén de anticuerpo anti-virus y una respuesta anti-tumor

mejorada.

8. EJEMPLO 3. EFECTO DE EXPRESION TRIF

El ratédn codificando &cido nucléico TRIF fue introducido en el
virus WR.TK- y su efecto sobre las células T fue evaluado. E1
TRIF fue expresado desde dentro del lugar de tiamidina gquinasa,
expresado desde el promotor p7.5 vaccinia temprana/tardia viral
("TK-TRIF" o "WR.TK-.TRIF"; figura 4A). Fue generado un virus
WR.TK- teniendo un ratén codificando &cido nucléico DAI (DLM-
1/7ZBP1) expresado desde el p7.5 y clonado en el lugar del gen

de timidina quinasa viral (“TK-DAI”; figura 4A).

Se llevd a cabo el procedimiento ELISA para confirmar la
expresién de TRIF desde el virus TK-TRIF (figura 4B). Para
ELISA, fue empleado un equipo de ratdédn TRIF ELISA para
determinar la concentracidén de TRIF en supernadante o extracto
de células de células infectadas con un MOI de 1 (unidad
formadora de placa/célula) con TK-TRIF. Como se mostrd en la

figura 4B, el virus TK-TRIF especificamente expresd TRIF en
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comparacién a TK-. La mancha Western fue usada para confirmar
la expresidén de DAI desde el virus TK-DAI (figura 4C). Para el
andlisis de mancha Western, los cultivos de célula fueron
sembrados en seis-placas de pozo y se infectaron a un MOI de 5
(unidades formadoras de placa/célula) y, 24 horas después de la
infeccidén, los extractos de proteina de célula completa fuero
incubados en amortiguador de lisis de célula (Cell Signaling
TEchnology Inc, de Danvers, Massachusetts) por una 1 hora a
4°C. Las muestras clarificadas (15 pg/linea) fueron separadas
mediante 10% de gel SDS-PAGE transferidas a una membrana de
nitrocelulosa. La proteina DAI de ratdédn fue detectada mediante
membranas de inmunomanchado usando un anticuerpo primario anti-
DAI policlonal (Rabbit, Abcam, de Cambridge, Massachusetts) vy
un anti-conejo policlonal conjugado con HRP (Cabra, Thermo
Scioentific, Waltham, Massachusetts). Un anticuerpo anti-B
actin monoclonal de ratdén (SantaCruz Biotechnologies, Santa
Cruz, California) y un anticuerpo anti-ratén conjugado-
peroxidasa (Cabra, Thermo Scientific) fueron usados para el
inmunomanchado de B-actin como un control de carga. Como se
mostrd en la figura 4C, el virus TK-DAI especificamente expresd

DAI comparado a TK-.

Como se mostrd en la figura 5A, la expresidn de TRIF resultd en
un aumento en la produccidén de interferdn tipo I mediante
linfocitos in vitro. La expresién de TRIF también aumentd la

produccién CTL en vivo, como se mostrd por el ensayo ELISpot
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(figura 5B). Para los ensayos ELISpot, los esplenocitos fueron
preparados de ratones. Los esplenocitos fueron mezclados con
células de tumor o esplenocitos previamente infectados con un
virus de vaccinia UV-inactivado a una proporcidén de 5:1. Los
esplenocitos inocentes de cada ratdédn fueron usados como un
control. Las placas de filtro de membrana de 96 pozos (EMD
Millipore, de Billerica, Massachussets) recubiertas con 15
pg/ml de anticuerpo IFN-y anti-ratdén monoclonal AN18 (Mabtech,
Inc., de Cincinnati, Ohio) fueron usadas para los ensayos. Las
células fueron mantenidas por 48 horas a 37°C y las manchas
fueron detectadas usando 1 ug/ml de biotin R4-6A2 anticuerpo
IFN-y antiratén biotinalado (Mabtech) . Las placas fueron
develadas usando un equipo ABC y un equipo de sustrato AEC para
la peroxidasa (Vector Laboratories, Inc., de Burlingame,
California) Las manchas especificas fueron contadas y
analizadas usando un analizador de inmunomancha y el software

(CTL, Shaker Heights, Ohio).

El anadlisis de la liberacién de citoquinas y quimioquinas in
vitro y en vivo después de 24 horas después de la infeccidn de
TK-, TK-TRIF o TK-DAI (MOI de 1) fue llevado a cabo mediante
ensayo Luminex. Para los supernadantes de cultivo de célula,
fueron usados un equipo de Miliplex Ratdén Citoquina Panel (5-
plex) de Milipore (Billerica, Massachusetts) y un equipo de
ensayo de Ratédn 2-plex de Panomics (Redwood City, California).

Para los lisados de tumor, un equipo de panel de 20-plex de
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ratdédn de citoquina de Invitrogen (Carlsbad, California) se usbd
para determinar las concentraciones en tumores concentrados a 4
dias después de la administracidén del virus de vaccinia. Los
tumores fueron homogeneizados usando los tubos de Lysing Matrix
D y el instrumento FastPrep-24. Como se mostrd en las figuras
6A y C, las concentraciones de pIKKR. ON6. O"1’. TNF-a e IFN-B
incrementaron significativamente con la infeccidén con TK-TRIF
en comparacidén a TK- en diferentes lineas de célula de tumor en
comparacién a TK-. En adiciédn, los ratones BALB/c con
xenoinjertos subcutdneos Renca establecidos se inyectaron con
una dosis intravenosa tunica de 1x10° unidades formadoras de
placa por ratdédn de TK o de TK-TRIF fueron analizados para
determinar la concentracidén intratumoral en vivo de citoquinas
y quimioquinas. Después de 4 dias de la inyeccidén, los tumores
fueron cosechados y la concentracidén de citoquinas varias y de
guimioquinas fue determinada en los lisados de tumor mediante
los ensayos luminex o ELISA. La figura 6D muestra que las
concentraciones intratumorales de INF-y, IL-12, IP-10, TNF-q,
IL-18, GM-CSF y KC incrementaron significativamente en

respuesta a TK-TRIF en comparacidédn a TK-.

La activacién de las trayectorias NF-xkB e IRF3 fueron
analizadas después de la infeccidén con T-TRIF y TK-DAI. Los
ensayos ELISA fueron utilizados para determinar las
concentraciones de pIKKBR y de IRF3 en extractos citoplésmico y

nuclear, respectivamente, de células 4TI o MEF infectadas con
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TK-, TK-TRIF o TK-DAI a un MOI de 1. Como se mostrd en la
figura 6A vy B, TK-TRIF incrementd la activacidén de las
trayectorias de seflalamiento NF-xB e IRF3 como se observd por
un aumento en la concentracidédn de la expresidédn pIKKR y de IRF3
después de 24 horas posteriores a la infeccidén. La figura 7A
muestra la fosforilacién de NF-xB incrementada después de 1la
infeccién de TK-TRIF y de TK-DAI. Los HMGB1 vy Hsp-70, 1los
cuales funcionan como reguladores de NF-kB, también exhibieron
la expresidén alterada seguido de 1la infeccidédn de TK-TRIF
(figuras 7B y 7C). La presencia de células CD4+ T auxiliar y de
células CD8+ T citotdxicas fueron analizadas después de la
infeccidén con TK-, TK-TRIF. Como se mostrdé en la figura 7D y
E, el numero de células T-citotdxicas y de las células T-

auxiliares fue mayor en los ratones infectados con TK-TRIF.

El analisis de la respuesta y actividad antitumor de TK-TRIF
fue llevada a cabo en diferentes células de tumor de ratdn. Las
lineas de célula de tumor varias fueron infectadas con un MOI
de 1 y la produccién de virus fue medida mediante ensayo de
placa ELISpot, como se describid previamente, a diferentes
puntos de tiempo. Como se mostrd en la figura B8A, la
produccién viral de ambos TK-TRIF y TK-DAI fue
significativamente menor en las células Renca resistentes en
comparacién a TK-, pero la produccidédn viral de TK-TIRF y de TK-
DAI en las células MC38 y 4T1 fueron a niveles similares a TK-

(véase también la figura 9A).



10

15

20

25

74

El anédlisis adicional de 1la expresidén wviral en tumores vy
vollimenes de tumor fue llevada a cabo en ratones BALB/c o
C57BL/6 implantados con xenoinjertos MC38 o) Renca,
respectivamente, \% los ratones BALB/c implantados con
xenoinjertos  4T1. Los ratones BALB/c o C57BL/6 fueron
inyectados con solucién salina taponada con fosfato o 1x10°
unidades formadoras de placa de TK-, TK-TRIF o TK-DAI a través
de la vena de la cola. Para el modelo casi-ortotdpico 4T1, las
células 2x10° 4T1 fueron implantadas en la almohadilla grasa de
la glandula mamaria de los ratones hembra BALB/c. La figura 8C
mostrd que la expresidn de gen viral de TK-TRIF y TK-DAI estuvo
a un nivel inferior en tumores de xenoinjertos Renca o MC38
implantados en ratones BALB/c o C57BL/6, respectivamente,
comparado a la expresidédn de gel viral de TK-, la figura 9C
muestra que la produccidén viral y la expresidén viral de TK-DAI
y de TK-TRIF fue reducida en tumores en comparaciédn a la
expresién viral de los virus TK- o TK- expresando GM-CSF (“TK-
GMCSF”). Los ratones BALB/c con tumores Renca implantados
subcutaneamente fueron tratados con una dosis IV de 1x10°
unidades formadoras de placa una vez que los tumores alcanzaron
50-100 mm’. Los virus usados fueron WR.TK- y WR.TK-TRIF+ (o
control de solucidén salina tamponada con fosfato). La respuesta
del tumor subsecuente fue seguida la medicidén de calibre, y una
reduccibén en crecimiento de tumor fue observada en ratones

infectados con TK-TRIF (figura 5C y figura 8D). Una respuesta
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similar fue observada en los ratones implantados con tumores
MC48 (figura 8D) y tumores 4T1 comparado a tumores infectados

con TK-GMCSF (figura 9D).

La citotoxicidad del virus modificado en comparacién al TK-fue
determinada mediante el llevar a cabo ensayos de citotoxicidad.
Los ensayos de citotoxicidad fueron llevados a cabo mediante el

sembrado de 2x10° células por pozo en placas de 96 pozos en

o\

SMEM con 5 de FBS. Las células fueron infectadas con
diluciones en serie empezando a un MOI de 75 y, en el dia 4
después de la infeccidn, las placas fueron lavadas con solucidn
salina tamponada con fosfato y la absorbencia fue cuantificada
después de manchar cultivos usando un equipo de ensayo de
proliferacidén de células no radioactiva (de Promega, Madison,
Wisconsin). Los valores 1ICsy (unidad formadora de placa por
célula requirid producir 50% de inhibicidén) fueron estimados de
las curvas de respuesta a dosis mediante regresidén no lineal
estdndar, usando la ecuacidén Hill adaptada. La figura 8B
muestra la citotoxicidad comparativa de TK-TRIF y de TK-DAI en
células infectadas con los virus indicados a dosis variando de
75 a 0.00025 unidades formadoras de placa/célula. La
modificacidén del virus TK- para expresar TRIF o DAI no resultd
en un cambio en la citotoxicidad en comparacibén a TK-. La
determinacién del numero de células apoptdticas mediante
manchado Annexin V, como se muestra en la figura 9B, indica que

la infeccidén de células Renca y 4T1 resultd en un aumento en
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células apoptdticas. La evaluacidén de apoptosis/necrosis de
las lineas de célula, las células fueron infectadas con un MOI
de 1 con los virus indicados y se mancharon usando un Equipo de
Deteccidén de Apoptosis Annexin V-FITC (Abcam, Cambridge,
Massachusetts) 48 horas después de la infeccidén. Los analisis
fueron llevados a cabo usando un Citdémetro de Flujo Accuri C6

(BD Biosciences).

Os experimentos se llevaron a cabo para determinar si el TK-
TRIF afecta la supervivencia de ratones con xenoinjertos MC38 o
Renca en comparacidédn a ratones tratados con TK- o solucidn
salina tamponada con fosfato. Os xenoinjertos Renca o MC38
fueron establecidos en ratones BALB/C o C57BL/6,
respectivamente, y se trataron con una dosis intravenosa unica
de 1x10° unidades formadoras de placa de virus indicados o
solucidén salina tamponada con fosfato. Como se muestra en la
figura 9E vy en la figura 9F, el TK-TRIF significativamente

mejord la supervivencia en comparacidédn al tratamiento con TK-.

9. EJEMPLO 4. EFECTO DE EXPRESION TRIF Y DEGLICOSILACION

COMBINADA.

El virus TK- modificado para expresar TRIF, como se discutid
arriba en 6.3, fue deglicosilado (“TK-TRIF deglic”) para

analizar el efecto tal como una combinacidédn tendria sobre las
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respuestas celulares anti-tumores y la eficacia anti-tumor del

virus.

Para determinar la toxicidad del wvirus expresando TI-TRIF, el
peso del cuerpo de los ratones BALB/C inyectados
intravenosamente con solucidén salina tamponada con fosfato como
un control o 1x10® unidades formadoras de placa por ratén de
TK-, TK-TRIF, o TK-TRIF deglicosilado fueron analizadas. Las
figura 10A muestra que los ratones inyectados con TK fueron
presentados con una reduccidén de mas de 10% del peso del cuerpo
al dia 6 después de la inyeccidn, mientras que los ratones
inyectados con TK-TRIF y TK-TRIF deglic presentaron un perfil
de peso similar que aquellos inyectados con solucidén de agua
salina tamponada con fosfato, indicando que los TK-TRIF y TK-

TRIF deglic son menos téxicos que TK-.

La expresiétn de gen viral TK-TRIF-deglic en vivo, en
comparacién a TK- y TK-TRIF, fue analizada. Los tumores Renca
fueron implantados en los ratones BALB/c y los ratones fueron
inyectados con solucién salia tamponada con fosfato o 1x10°
unidades formadoras de placa de TK-, TK-TRIF, o TK-TRIF deglic
a través de la vena de la cola. La expresidén de gen viral fue
determinada mediante el detectar la expresidén de luciferasa
viral desde dentro de los tumores y medida como se indicd en

los puntos de tiempo indicados. La figura 10B muestra que 24
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horas después de la infeccidén, hubo menos expresidn de TK-TRIF

y de TK-TRIF deglic en los tumores en comparacidédn a TK-.

Los experimentos se llevaron a cabo para determinar si TK-TRIF
o TK-TRIF deglic afectaron la supervivencia de los ratones con
xenoinjertos Renca o MC38 en comparaciédn a ratones tratados con
TK- o solucidén salina tamponada con fosfato. Los xenoinjertos
Renca o MC38 fueron establecidos en ratones BALB/C o C57BL/6,
respectivamente, y se trataron con una dosis intravenosa unica
de 1x10® de wunidades formadoras de placa de los virus
inyectados o de solucidén salina tamponada con fosfato. Como se
mostrd en la figura 10C y en la figura 10D, los TK-TRIF y TK-
TRIF deglic significativamente mejoraron la supervivencia de
los ratones en comparacidén al tratamiento con TK-. También,
TK-TRIF deglic mejord la supervivencia de ratones con los
tumores de Renca en comparacidédn con el tratamiento TK-GMCSF

(figura 10E).

Las respuestas inmune celular al virus Vaccinia y a las células
de tumor fueron evaluadas mediante ensayo IFN-y ELISpot, como
se describidé arriba en la seccidén 6.3. En el dia 7 después de
la administracidén de wvirus, los bazos fueron cosechados de
ratones inyectados intravenosamente con 1x10° de wunidades
formadoras de placa de los virus indicados o solucidén salina
tamponada con fosfato (ratones BALB/c 1llevando =xenoinjertos

Renca vy se evaluaron respecto de la cantidad de CTLs
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reconociendo el virus de Vaccinia o las células Renca. La
figura 11A muestra que la deglicosilacidén y la expresidn de
TRIF resultd en un aumento significante en la produccidén de CTL
reconociendo el virus de Vaccinia en vivo, en comparacidén a la
modificacién sola, por ejemplo TK-TRIF o TK-deglic. En
particular, el virus deglicosilado expresando TRIF resultd en
un aumento en la produccién de CTL gue es mayor gque los
aumentos en la produccidén de CTL observados ©por las
modificaciones individuales. Adicionalmente, 1la figura 11B
mostrd que la deglicosilacidén y la expresidn de TRIF resultd en
un aumento en la cantidad de produccidén de CTLs reconociendo
las células RENCA in vivo, en comparacidédn a las modificaciones

solas, por ejemplo TK-TRIF o TK-deglic.

Un ensayo neutralizante fue llevado a cabo para determinar los
niveles de anticuerpo de anti-vaccinia circulante para ratones
inyectados con 1x10° unidades formadoras de placa de TK-, TK-
TRIF o TK-TRIF deglicosilado. Los titulos Nabs fueron
determinados mediante la dilucidén més alta de suero que resultd
en por lo menos 50% de inhibicidén de la infecciédn. La figura
11C mostrd que la cantidad de anticuerpo neutralizante es mayor
en los ratones C57BL/6 de tipo silvestre infectados con TK- en
comparacién a ratones infectados con TK-TRIF, TK-deglic o TK-
TRIF- deglic. Los ratones infectados con TK-TRIF deglic
mostraron la reduccién mayor en la cantidad de anticuerpo

neutralizante en el suero.
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El efecto de TRIF expresando virus de glicosilado sobre el
crecimiento de tumor fue analizado en ratones BALB/c llevando
Renca o ratones C57BL/6 llevando xenoinjertos de tumor MC38.
Para los =xenoinjertos de tumor MC38 o Renca, las lineas de
célula de tumor fueron implantadas subcutdname3nte a 5x10°
células por ratdédn en ratones BALB/c o C57BL/6, respectivamente.
Cuando el tumor alcanzé ~50-100 mm®, los ratones fueron
tratados con una dosis intravenosa Unica de los virus indicados
(1x108 unidades formadoras de placa/ratdén) en la vena de la
cola. El crecimiento de tumor fue vigilado mediante medicidn
de calibre y fue definido por la ecuacién V(mm’)=n/6 X W X L,
en donde W y L son el ancho y la 1longitud del tumor,
respectivamente. Los datos fueron expresados como tamafio de
tumor relativo al comienzo de la terapia, la cual se establecid
como 100%. Sorprendentemente, el virus TK-TRIF deglicosilado
resultd en una reduccidn mayor en el tamafio de tumor de ratones
llevando xenoinjerto MC38 vy RENCA en comparacidén al efecto
aditivo de las modificaciones individuales combinadas o del
virus TK (figuras 11D y E). Ademas, el TK-TRIF deglicosilado
exhibid® una actividad anti-tumor mejorada en comparacidédn a TK-
GMCSF, como se observd mediante una reduccidén significante en
el tamarfio de tumor en los ratones BALB/c albergando
xenoinjertos Renca (figura 11F) o tumores subcutdneos 4T1 en
ratones BALB/c (figura 9D). Por tanto, el virus de vaccinia

TK- deglicosilado expresando TRIF exhibe una respuesta anti-



10

15

20

25

81

tumor significativamente mejorada y resulta en una reduccidén en

la produccién de anticuerpo anti-virus.

10. EJEMPLO5. EFECTO DE EXPRESION TRIF COMBINADA, DESILILACION

Y SUPRESION C1l21. EN UPCI-1812.

En las modificaciones anteriores, a saber supresidédn Cl1l2L, la
de-sialilacidén, y la introduccidén de TRIF fueron incorporados
juntos para crear una nueva cepa de virus de vaccinia UPCI-
1812, vy el efecto de este virus triplemente modificado fue
evaluado por su efecto terapéutico e inmunoldgico. Como se
mostrd en la figura 12A, la infeccidn UPCI-1812 resultd en una
supervivencia significativamente mejor gue WR.TK- codificando
GM-CSF'. En relacidén al virus de-sialilatado con la supresidn
Cl2L (“vvDD”), UPCI-1812 produjo niveles significativamente
superiores de gama interferdn (IFN-v) (figura 12B) e

interlucin-12 (IL-12) (figura 12C).

11. EJEMPLO 6. EFECTO DE FOCALIZACON PGEl

Las terapias virales oncoliticas han finalmente comenzado a
demostrar eficacia clinica en estudios al azar resaltando el
potencial real de la plataforma. Sin embargo entre la
generacidén actual de vectores <clinicos, aquellos que se
encontraron como mas exitosos han expresado una citoquina

activante inmune (GM-CSF), reforzando una plétora de datos pre-
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clinicos indicando que la respuesta inmune es un mediador clave
en la efectividad wviral. Sin embargo, a pesar de esta
observacidén aun no estd claro cdmo o porqué algunos pacientes
responden bien y otros aparecen resistentes a la viroterapia

oncolitica.

Los experimentos 1iniciales fueron 1llevados a cabo para
correlacionar la sensibilidad in vitro de una célula de tumor a
la infeccidn viral y la replicacidédn con respuestas en vivo de
la misma linea de célula cuando se usd para formar tumores
singenéicos en ratones inmunocompetentes. 14 lineas de célula
de ratdédn de tumor de diferentes tipos de tumor y cepas de ratdn
fueron analizados in vitro mediante el infectar las lineas de
células con TK- (figura 26A). La produccidén viral vy la
expresién de gel viral fue observada en las 14 lineas de célula
de ratén de tumor diferentes. La produccién viral fue
analizada mediante el sembrado de 2x10° células en placas de 24
pozos seguido por la infeccidén a un MOI de 1 (unidad formadora
de placa/célula) con los virus de vaccinia indicados. Cuatro
horas después de la infecciébdbn, los cultivos fueron lavados dos
veces con solucidén salina tamponada con fosfato y se incubaron
en un medio libre de wvirus fresco. En los puntos de tiempo
indicados después de la infeccidén, los cultivos fueron
cosechados y congelados-descongelados tres veces para obtener
el extracto de célula (CE). Los titulos virales fueron

determinados mediante ensayo de placa en células BSC-1.
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Siete de las 14 lineas fueron ademds probadas en vivo usando la
inyeccidén intratumoral directa de TK- (figura 13A y figura 13B
y figuras 26A y B). La inyeccién intratumoral directa fue
usada para reducir la variabilidad que puede ocurrir debido a
diferencias en la entrega viral. Como se mostrd en la figura
13A 'y en la figura 13B ninguna correlacidén directa fue
observada entre ya sea la replicacidédn viral o la destruccidn de
célula mediada-viral y el efecto anti-tumor en wvivo, indicando
factores distintos a los efectos anti-tumor mediados con

actividad oncolitica directa.

La vaccinia oncolitica expresando luciferasa fue usada durante
estos experimentos para permitir el analisis de la expresidn de
gen viral con el tiempo en ratones invididuales (como un
subrogado para la replicacidédn viral y la persistencia viral) vy
se permitidé la comparacidén a respuesta subsecuente. Dos
patrones distintos parecieron surgir de los datos. Para 1los
modelos de tumor méds resistentes, definidos como terapia viral
aumentando la supervivencia general por menos de 2 semanas,
como se ve con el Renca, B16, PANO2 y 4T1, una correlacidn
directa puede deducirse dentro de cada modelo de tumor
individual, de manera que el nivel de la expresidén de gen viral
de 24h correspondidé a la respuesta subsecuente (figura 13B).
Por tanto, aun a través de la replicacién in vitro no

correlaciona con la actividad en vivo cuando se comparan
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modelos de tumor (presumiblemente debido a la influencia de
factores tal como ECM y células de no-tumor en el tumor),
dentro de uno cualquiera del modelo de tumor individual hay una
correlacién entre la expresidén de gen viral temprana y la
respuesta subsecuente. Sin estar unido a una teoria
particular, parece que la replicacién wviral y la actividad
oncolitica directa es el mediador clave de la respuesta
limitada a los modelos de tumor mas resistentes. Sin embargo,
un patrdén diferente es observado en tumores gque respondieron
bien a la terapia wviral, los cuales incluyen los modelos de
tumor ABl2, LLC, MC38. En estos modelos, los mejores
respondedores dentro de cada modelo demostraron un despeje
rapido y robusto del virus después de la infeccidén inicial y la
replicacidén temprana (figura 13B y figura 27). Este despeje
robusto sugiere la induccién de una fuete respuesta inmune a
mejorar los efectos oncoliticos directos virales en los modelos

de tumor que responden mejor.

A fin de examinar esta observacién en mayor detalle, dos
modelos de tumor en el mismo antecedente genético, fueron
escogidos inicialmente por exhibir respuestas comparables
después del tratamiento viral en vivo, pero solo uno de 1los
cuales (LLC) exhibidé indicaciones de wuna induccidén inmune
robusta (despeje viral temprano) y una destruccidén de célula
mediada-viral limitada in wvitro (figura 13B y figura 26A vy

figura 26B). El1 otro (B16) fue més sensible a la destruccidn
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viral in vitro, y cualquier respuesta en vivo aparecidé como se
correlaciona con la expresiédn de gen viral temprana (figura 13B
y figura 26A vy figura 26B). Un examen comprensivo de la
activacién de los marcadores inmunes sistémicos después de la
infeccidén wviral fueron comparados entre ratones sin tumores,
ratones con tumores B1l6 y ratones con tumores LLC. Estos
incluyeron marcadores de activacién de seflalamiento innato
tempranos tal como pS6, pPSTAT1l, pSTAT3, pSTATS en diferentes
poblaciones de célula (figura 13C y figura 14A), los marcadores
de proliferacidédn de célula-T tal como pS6 y Kic7 (figura 14A) vy
los marcadores de activacién tal como CD44 y CD62L (figura 14A)
y respuestas anticuerpo neutralizantes (figura 14D). Las
diferencias menores fueron vistas en la respuesta inmune
sistémica a la terapia viral entre los animales llevando tumor
y los animales no llevando tumor, con una excepcidén siendo la
fosforilacidén de pS6 en algunas células mieloide tempranamente
después de la inye3ccidén (figura 13C). Los niveles de pS6
fueron observados como que se redujeron en los animales
llevando tumor, pero la reduccidén en la activacidédn inmune fue
mas pronunciada en los ratones llevando tumor B16 (figura 13C y
figura 14A). Esto fue verificado en otros modelos de tumor, de
nuevo confirmando que los niveles de pS6 fueron reducidos en
los modelos de tumor méds resistentes (incluyendo 4T1 y RENCA),
indicando un defecto en la respuesta de célula dendritica (DC)
la cual puede medir la resistencia en estos ratones (figura

13C) .
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Como hay muy pocas diferencias observadas en la respuesta
inmune sistémica, los efectos de mds supresidén inmune
localizada dentro del tumor fueron examinadas. Las diferentes
células inmune estadn asociadas con fenotipo supresivo,
incluyendo células supresoras derivadas de mieloide (MDSC) vy
células-T regulatorias (T-regs) (y M2 macs). El nivel de estos
tipos de célula diferentes en ambos el bazo y el tumor de todos
los modelos de tumor en comparacidén a los animales no tratados
fue analizado. Para la evaluacidén de poblaciones inmunes en
tumores, los tumores fueron cosechados de ratones tratados como
se indicdé y se disgregaron mecanicamente y se digirieron con
una mezcla de enzima triple (Colagenasa tpo IV, Dnase tipo IV,
y Hialuronidasa tipo V (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri)).
Los analisis de inmunomanchado de superficie de célula de
cuatro-colores se llevaron a cabo usando un Citbémetro de Flujo
Gallios (Beckman Coulter, Inc., Brea, California). Las células
de tumor-disgregadas fueron manchadas usando PE-Cy7 anti-ratdn
CD3 (BD Dbiosciences, San José, California), FITC anti-ratédn
CD4, PerCP-Cy5.5 anti-ratén CD8, vy PE anti-ratén CD 25

(eBioscience, San Diego, California).

El nivel de MDSCs encontrado en el tumor para diferentes
modelos de tumor se correlaciond cercanamente con la
resistencia o sensibilidad de ese modelo a la terapia viral

(figura 15A y B y figura 16). Por ejemplo, Renca, el cual
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exhibe resistencia a la terapia viral, resultd en tumores con
niveles MDSC altos. La figura 17A muestra el numero de MSSC en
tumores no tratados como una funcién de supervivencia
incrementada después del tratamiento intravenoso con 1e8 de
unidad formadora de placa de Wr.TK- por un numero de varios
sistemas de modelo de tumor. Las cepas de vaccinia exhiben una
habilidad muy pobre para aumentar la supervivencia en modelos
de tumor de ratdn que exhiben niveles altos de MSSC en la linea
de Dbase. Las células de cada una de las lineas de célula de
modelo de tumor listadas (figura 17A) fueron implantadas en
ratones inmunocompetentes cinegénicos. Los ratones fueron
entonces ya sea sacrificados a fin de determinar el nivel de
linea de base promedio de MSSC de los tumores resultantes para
cada modelo o los ratones fueron tratados con WR.TK- (o control
de solucidén salina tamponada con fosfato) (le8 wunidades
formadoras de placa dadas intratumoralmente) y el aumento en la
expectacidén de vida (por 50% de supervivencia) determinado
después del tratamiento (en dias) la grafica traza “numeros
MDSC relativos en tumores en la linea de base” en contra de
“aumento medio en supervivencia después de tratamiento Wr.TK-
(relativo a control no tratado)”. Mads MDSC en la linea de base

se correlaciond con una efectividad reducida de terapia.

Los cambios adicionales que ocurrieron en el tumor después de
la terapia viral fueron examinados y se observdé gue para

miltiples modelos de tumor, tal como 4T1, RENCA y MC28, la
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adicidén de terapia de vaccinia resultd en una pérdida de T-reqg,
pero los niveles MDSC no fueron afectados y continud el aumento
con el tiempo, como lo hizo en los grupos de control (figuras
15A y figuras 16A y B). La terapia viral redujo los niveles de
T-reg en tumores tratados pero no tuvo impacto sobre 1los
niveles MDSC. En modelo de tumor RENCA (implantado
subcutédneamente en ratones BALB/c) los numeros relativos de T-
regs o MDSC en el tumor/mg de tumor fueron determinados a
diferentes momentos antes o después del tratamiento Wr.TK- (1le8
unidad formadora de placa dada intratumoralmente) figuras 17B vy
C). Aparece por tanto que la inhabilidad de la wvaccinia
oncolitica para focalizar MDSC redujo su actividad terapéutica
en algunos tumores en donde los niveles de MDSC son altos. En
los tumores con niveles de antecedentes bajos de MDSC (MC38),
la terapia viral también se encontrd que mejora el nivel de
células-T CD8+ en el tumor, mientras que los modelos de tumor
mas resistentes (4T1l) no exhibieron ningtn aumento (figura

15B) .

El andlisis de la cepa de vaccinia inmunogénica GM-CSF, la cual
expresa el factor estimulante de colonia citoquina (CSF) se
llevd a cabo. E1 GM-CSF habia previamente mostrado resultar en
respuestas quimicas dramdticas y también se habia asociado con
la proliferacién MDSC. Las figuras 18 y 19 muestran gque aun
cuando méas cepas de vaccinia inmunogénica (WR.TK-GMCSFEF vy

WR.B18R-IFNP+) mejoraron adicionalmente algunos aspectos de la
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respuesta inmune a los modelos de tumor sensibles, tal como el
reducir ademas T-reg y aumentar los niveles de CD8+ T-célula,
tal ventaja no se ve en los modelos de tumor de otra manera
resistentes. Sin desear estar unido a una teoria particular,
parece que la diferencia principal entre los tumores sensibles
y resistentes se relaciona a la incapacidad del virus a inducir
un efecto inmunoterapéutico robusto en tumores con altos
niveles de supresién inmune mediada MDSC dentro del

microambiente de tumor.

Los reportes recientes han identificado la produccidén mediada
COX2 de la prostaglandina PGEZ como una clave determinante de
infiltracién MDSC y el mantenimiento de fenotipo MDSC. Dos
acercamientos se usaron para focalizar esta trayectoria. Un
acercamiento fue a través de la aplicacidén de un inhibidor
COX2. El segundo acercamiento fue la expresidén de HPGD enzima
degradacién-prostaglandina directamente desde los virales. Un
acido nucléico codificando la hidroxiprostaglandina
dehidrogenasa 15 (HPGD(, una enzima de ratdédn que degrada PGEZ2,
fue introducida en WR.TK- mediante insercidén en el lugar de
quinasa timidina mediante recombinacidén homdéloga, vy Dbajo
control del promotor p7.5 viral ("TK-HPGD" o "WR.TK-.HPGD").
Como se mostrd en la figura 20, el HPGD fue expresado
especificamente desde TK-HPGD y redujo significativamente 1los
niveles PGE2 en células Renca infectadas con TK-HPGD. Como se

mostrdé en la figura 25, parece que la infeccidédn con WR.TK-
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puede ocurrir después de la expresidén COX2 en los tumores
localmente en el sitio de infeccidn, sin producir niveles
significantes de expresiédn COX2 en general en el tumor, o el
virus puede selectivamente replicar en regiones con niveles de
COX2 bajos. Los experimentos iniciales in vitro y en vivo
determinaron que aun a niveles téxicos, los inhibidores COX2
fueron incapaces de reducir los niveles PGEZ2 a cualquiera cerca

del nivel logrado con la expresidén HPGD (figura 20).

La vaccinia oncolitica expresando HPGD fue entonces probado en
varios niveles de tumor de ratédn. Se vio que el numero de
células MDSC en el tumor fueron reducidas rapidamente vy
significativamente en el Dbazo vy los tumores después del
tratamiento con WR-TK-HPGD solamente (figura 21 y figura 23A-
D) .La inclusidén de HPGD también se encontrdé que redujo MDSC en
el tumor y el bazo en relacién al virus WR.TK- no modificado.
Esto fue especifico para tumores, sin toxicidad sistémica vista
(figura 21A). Interesantemente, el TK-HPGD también indujo una
reduccidén més rapida y robusto numeros T-reg en el tumor. Como
se mostrd en la figura 21B y en la figura 21C y en la figura
22, la infeccidén con WR-TK-HPGD se correlaciondé con un efecto
terapéutico mejorado en varios modelos de tumor de ratdédn en
vivo y resultd en vollmenes de tumor mas bajos. De nota, el
modelo de tumor que fue previamente mas resistente a terapia
viral, RENCA, el cual exhibid® un fenotipo “solo oncolitico” vy

niveles de 1linea de base alta de MDSC, sorprendentemente
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exhibid el aumento mas rapido en beneficio terapéutico después

de la supresidn de la expresidn HPGD (figura 21B).

Los ©patrones de expresién de gen viral también fueron
comparados respecto de WR.TK-y WR.TK-HPGD en el tumor RENCA.
Se vio que mientras que para WR.TK- fue visto un fenotipo “solo
oncolitico” (expresidén de gen mas alto en 1 dia se correlaciond
con el beneficio terapéutico mayor) WR.TK-HPGD+ exhibidé el
fenotipo “oncolitico e inmunoterapéutico” con los mejores
respondedores exhibiendo un despeje robusto y rapido del virus
por el dia 5 (figura 21D). Sin estar unido a una teoria
particular, parece que la expresidén HPGD es capaz de regresar
la actividad inmunoterapéutica del vector en estos modelos méas
resistentes, y de esta manera sensibilizar los tumores de otra
manera resistentes a la terapia viral oncolitica. Esto fue a
pesar de que no hubo wuna pérdida general en potencial

oncolitico de la expresién HPGD.

E1l anadlisis de los mecanismos mediando las ventajas
terapéuticas vistas con WR.TK-HPGD+se llevd a cabo. En el dia
3 después del tratamiento, mediante cuyo tiempo los niveles de
MDSC y T-regs ya habian sido dramdticamente reducidos dentro
del ambiente de tumor, se notdé que solo cambios modestos
ocurrieron en los niveles de citoquinas y quimioguinas en el
tumor (figura 24A). Sin embargo, el nivel de quimioquinas en el

suero cambid® marcadamente (figura 24B). En particular, las
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quimioquinas asociadas con la atraccidén de células-t activadas,
incluyendo CCL5 fueron no reguladas, mientras que CXXL12 (sdf-
1, asociado con un fenotipo inmunosupresor y prognosis pobre)
se habia reducido dramé&ticamente (figuras 24A y B). Este cambio
en el efecto de quimioquina sistémico puede ser responsable
para la mediacidén de los cambios en el repertorio de célula
inmune en el tumor. Esto fue ademds examinado usando un ensayo
de tumor bilateral, en donde un tumor fue inyectado con WR.TK-
y el tumor sobre el flanco opuesto fue inyectado con WR.TK-
HPGD. Se wvio que las células-TK activadas traficaron
significativamente mads a el tumor expresando HPGD (figura 24D).
Ademds, en los puntos de tiempo Ultimos se vio gque la expresiédn
WR.TK-HPGD resultd en niveles dramadticamente incrementados de
CTL enfocando-tumor en el Dbazo. Estos datos indican que la
expresién de PPGD estd actuando para no solo limitar el
ambiente supresor dentro del tumor, sino también mejorando la
atraccién de células-T llevando a una respuesta inmune adaptiva
anti-tumor mas robusta. Ademés, la incorporacidén de PHGD en
UPCI-1812 resultd en un virus el cual inhibid el crecimiento de
tumor significativamente méds que UPCI-1812 (“combinado”; figura
28) . Como se mostrd en la figura 18, el wvirus combinado
resultd en una reduccidén mayor en el crecimiento de tumor que
el efecto aditivo del wvirus UPCI-1812 vy el virus VV-HPGD. E1
enfocado mediado-viral de PGE2 fue capaz de superar la

supresién inmune localizada llevando a cambios profundos en el
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microambiente de tumor y resultando en la sensibilizacidén de

tumores resistentes previamente a la terapia viral.

13. EJEMPLO 7. MODIFICACION QUE INCREMENTA LA ACTIVIDAD Y EL

ESPARCIMIENTO.

La figura 29 muestra el nivel de anticuerpo neutralizante anti-
vaccinia presente en el suero de ratones vacunados con (led
unidades formadoras de placa) de ya sea WR o WR con una
mutaciédn de punto de mejoramiento EEV en el gen viral A34R
(Lysl51 a Glu). La cepa mutante A34R produce menos anticuerpo

neutralizante anti-vaccinia en comparacién a WR-.
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de vaccinia oncolitica que comprende dos o mas

S siguientes modificaciones

(1) una mutacidén de columna viral;

(ii) una modificacidén de glicosilacidn viral;

(iii)una modificacidén que promueve la respuesta de célula
T

(iv) una modificacién de inhibe la inmunosupresidn; y/o

(v) una modificacidn que mejora la actividad y

esparcimiento de virus.

2. Un virus de wvaccinia oncolitico gque comprende una

modi

ficacién de glicosilacién viral y una o mas de las

siguientes modificaciones:

(1) una mutacidén de columna viral;
(ii) una modificacidédn que promueve la respuesta de célula
T;
(iii) una modificacidén que inhibe la inmunosupresidn; y/o
(iv) una modificacidén que mejora el esparcimiento vy
actividad de virus.
3. Un virus de vaccinia oncolitico que es tratado con
un agente que reduce la cantidad de glicosilacidén antes (por

ejemplo sialilacidén) de la administracidén a un anfitridén o que
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de otra manera tiene glicosilacién reducida (por ejemplo

sialilacidén reducida) en relacidn a un virus no modificado.

4. Un virus de vaccinia oncolitico el cual es tratado
con un agente que reduce la cantidad de glicosilacidén (por
ejemplo sialilacidn) antes de la administracidén a un anfitridn
0 que de otra manera tiene glicosilacién reducida (por ejemplo
sialilacidén reducida) en relacidén a virus no modificado vy

comprende una o mas de las siguientes modificaciones:

(1) una mutacidén de columna viral;
(ii) una modificacidén gque promueve la respuesta de

célula T;

(iii) una modificacidén que inhibe la inmunosupresiédn;
y/o
(iv) una modificacidén que mejora el esparcimiento vy

actividad de wvirus.

5. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la
mutaciédn de columna viral es una supresidén o una supresidn

funcional de proteina aglutinante-interleucina 18.

6. El wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se

reivindica en las cléusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la
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mutacidén de columna viral es una supresién B8R, una supresidn

B18R, una supresién A35R o una combinacidén de los mismos.

7. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado
porque la modificacidén que promueve la respuesta de célula T es
la incorporacién de un &cido nucléico codificando un adaptador
conteniendo-dominio Toll/IL-IR induciendo interferédn beta

(TRIF) proteina o un dominio funcional de la misma.

8. El1 wvirus de wvaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado
porque la modificacidén que promueve la respuesta de célula T es
la incorporacidén de un acido nucléico codificando un factor

estimulando colonia de macrdéfago granulocito.

9. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléausulas 1, 2, 4, 5, 6, 7 u 8 caracterizado
porque la modificacidén gque 1inhibe 1la inmunosupresidén es la
incorporacién de un acido nucléico codificando una

prostaglandina E2 antagonista.

10. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en la clausula 9, caracterizado porque la

prostaglandina E2 antagonista es 15-PGDH.
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11. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las c¢lausulas 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10,
caracterizado porque la modificacidn que mejora es
esparcimiento y actividad viral es una modificacidén que aumenta

la cantidad de envoltura extracelular desde el virus producido.

12. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en la cléausula 11, caracterizado porque la
modificacidén es una o mas de las siguientes mutaciones: A34R
Lyslb5l a Glu; supresidédn completa o) parcial de B5R;

mutacién/supresidén de A36R y/o mutacidn/supresidén de A56R.

13. Un virus de vaccinia oncolitico el cual es tratado
con un agente que reduce la cantidad de glicosilacidén (por
ejemplo sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridn
o0 que de otra manera tiene glicosilacidén reducida (por ejemplo
sialilacién reducida) en relacién a virus no modificado,
comprendiendo, un &cido nucléico codificando TRIF o un dominio
funcional del mismo vy/o un &cido nucléico codificando un

antagonista PGE2 antagonista.

14. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

(1) una supresidén TK;
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(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado; y/o

(1ii) un &cido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo;

15. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

(1) una supresidén TK;

(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado; y/o

(1ii) un A&cido nucléico codificando 15-PGDH, o un
domino funcional del mismo;

16. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

(1) una supresién TK,

(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado;

(1ii) un &cido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo; y/o

(iv) un acido nucléico codificando 25-PGDH, o un

dominio funcional del mismo.
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17. Un virus de vaccinia oncolitica que comprende:

(1) una supresidén TK;

(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado;

(1ii) un &cido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo;

(iv) un 4acido nucléico codificando 15-PGDH, o un
dominio funcional del mismo; y/o

(v) una suppression C12L.

18. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

una supresién TK;

una envoltura con glicosilacidén reducida (por ejemplo
sialilacién reducida) en relacidén a un virus no
modificado;

un Aacido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo;

un Aacido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio
funcional del mismo;

una suppression Cl12L; y/o

una suppression B5R.
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19. Un método para reducir el crecimiento de célula
de cancer que comprende administrar a la célula de cancer, una
cantidad efectiva de wun virus de wvaccinia oncolitico de

cualquiera de las cléausulas 1-18.

20. Un método para reducir el crecimiento de un tumor
que comprende administrar al tumor, una cantidad efectiva de un
virus de vaccinia oncolitico de cualquiera de las cléusulas 1-

18.

21. Un método para tratar a un sujeto teniendo cancer
gue comprende administrar al sujeto, una cantidad efectiva de
un virus de vaccinia oncolitico de cualquiera de las clausulas

1-18.

22. Un método para producir un efecto anti-céncer en
un sujeto que comprende administrar, al sujeto, una cantidad
efectiva del virus de vaccinia oncolitico de una cualquiera de

las cléusulas 1-18.

23. E1 método tal y como se reivindica en las
cldusulas 19, 20, 21 o 22 gue ademas comprende administrar uno
0 mas agentes seleccionados del grupo que consiste de un agente
anti céancer, un agente inmunomodulatorio, y una combinacidén de

los mismos.
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24. Un virus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-18
anteriores, para usarse en el tratamiento de cancer en un

sujeto.
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RESUMEN

La presente invencidén se refiere a virus de vaccinia
oncolitico los cuales se han modificado para promover la
inmunidad anti-tumor y/o reducir la inmunidad de anfitridén y/o
la respuesta anticuerpo en contra del virus. Esto se basa, por
lo menos en parte, sobre el descubrimiento de que el virus de
vaccinia oncolitico (i) llevando una supresidén de genoma de un
gen que reduce la inmunidad de célula T (proteina aglutinante
interleucin-18); (ii) tratado con enzima sialidasa que se cree
que reduce la activacidédn TLR2 vy por tanto la respuesta
anticuerpo; (iii) llevando un gen que mejora la induccidn de
linfocito T citotdxico (por ejemplo TRIF) y/o (iv) reduce las
células supresoras derivadas de mieloide mediante reducir
prostaglandina E2 reduce el crecimiento de tumor. Por tanto la
presente invencién proporciona virus de vaccinia
inmunooncoliticos y métodos de usarlos en el tratamiento de

cadnceres.
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de vaccinia oncolitica que comprende dos o mas

S siguientes modificaciones

(1) una mutacidén de columna viral;

(ii) una modificacidén de glicosilacidn viral;

(iii)una modificacidén que promueve la respuesta de célula
T

(iv) una modificacién de inhibe la inmunosupresidn; y/o

(v) una modificacidn que mejora la actividad y

esparcimiento de virus.

2. Un virus de wvaccinia oncolitico gque comprende una

modi

ficacién de glicosilacién viral y una o mas de las

siguientes modificaciones:

(1) una mutacidén de columna viral;
(ii) una modificacidédn que promueve la respuesta de célula
T;
(iii) una modificacidén que inhibe la inmunosupresidn; y/o
(iv) una modificacidén que mejora el esparcimiento vy
actividad de virus.
3. Un virus de vaccinia oncolitico que es tratado con
un agente que reduce la cantidad de glicosilacidén antes (por

ejemplo sialilacidén) de la administracidén a un anfitridén o que
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de otra manera tiene glicosilacién reducida (por ejemplo

sialilacidén reducida) en relacidn a un virus no modificado.

4. Un virus de vaccinia oncolitico el cual es tratado
con un agente que reduce la cantidad de glicosilacidén (por
ejemplo sialilacidn) antes de la administracidén a un anfitridn
0 que de otra manera tiene glicosilacién reducida (por ejemplo
sialilacidén reducida) en relacidén a virus no modificado vy

comprende una o mas de las siguientes modificaciones:

(1) una mutacidén de columna viral;
(ii) una modificacidén gque promueve la respuesta de

célula T;

(iii) una modificacidén que inhibe la inmunosupresiédn;
y/o
(iv) una modificacidén que mejora el esparcimiento vy

actividad de wvirus.

5. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la
mutaciédn de columna viral es una supresidén o una supresidn

funcional de proteina aglutinante-interleucina 18.

6. El wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se

reivindica en las cléusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la
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mutacidén de columna viral es una supresién B8R, una supresidn

B18R, una supresién A35R o una combinacidén de los mismos.

7. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado
porque la modificacidén que promueve la respuesta de célula T es
la incorporacién de un &cido nucléico codificando un adaptador
conteniendo-dominio Toll/IL-IR induciendo interferédn beta

(TRIF) proteina o un dominio funcional de la misma.

8. El1 wvirus de wvaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado
porque la modificacidén que promueve la respuesta de célula T es
la incorporacidén de un acido nucléico codificando un factor

estimulando colonia de macrdéfago granulocito.

9. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléausulas 1, 2, 4, 5, 6, 7 u 8 caracterizado
porque la modificacidén gque 1inhibe 1la inmunosupresidén es la
incorporacién de un acido nucléico codificando una

prostaglandina E2 antagonista.

10. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en la clausula 9, caracterizado porque la

prostaglandina E2 antagonista es 15-PGDH.
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11. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las c¢lausulas 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10,
caracterizado porque la modificacidn que mejora es
esparcimiento y actividad viral es una modificacidén que aumenta

la cantidad de envoltura extracelular desde el virus producido.

12. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en la cléausula 11, caracterizado porque la
modificacidén es una o mas de las siguientes mutaciones: A34R
Lyslb5l a Glu; supresidédn completa o) parcial de B5R;

mutacién/supresidén de A36R y/o mutacidn/supresidén de A56R.

13. Un virus de vaccinia oncolitico el cual es tratado
con un agente que reduce la cantidad de glicosilacidén (por
ejemplo sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridn
o0 que de otra manera tiene glicosilacidén reducida (por ejemplo
sialilacién reducida) en relacién a virus no modificado,
comprendiendo, un &cido nucléico codificando TRIF o un dominio
funcional del mismo vy/o un &cido nucléico codificando un

antagonista PGE2 antagonista.

14. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

(1) una supresidén TK;
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(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado; y/o

(1ii) un &cido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo;

15. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

(1) una supresidén TK;

(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado; y/o

(1ii) un A&cido nucléico codificando 15-PGDH, o un
domino funcional del mismo;

16. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

(1) una supresién TK,

(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado;

(1ii) un &cido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo; y/o

(iv) un acido nucléico codificando 25-PGDH, o un

dominio funcional del mismo.
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17. Un virus de vaccinia oncolitica que comprende:

(1) una supresidén TK;

(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado;

(1ii) un &cido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo;

(iv) un 4acido nucléico codificando 15-PGDH, o un
dominio funcional del mismo; y/o

(v) una suppression C12L.

18. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

una supresién TK;

una envoltura con glicosilacidén reducida (por ejemplo
sialilacién reducida) en relacidén a un virus no
modificado;

un Aacido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo;

un Aacido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio
funcional del mismo;

una suppression Cl12L; y/o

una suppression B5R.
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19. Un método para reducir el crecimiento de célula
de cancer que comprende administrar a la célula de cancer, una
cantidad efectiva de wun virus de wvaccinia oncolitico de

cualquiera de las cléausulas 1-18.

20. Un método para reducir el crecimiento de un tumor
que comprende administrar al tumor, una cantidad efectiva de un
virus de vaccinia oncolitico de cualquiera de las cléusulas 1-

18.

21. Un método para tratar a un sujeto teniendo cancer
gue comprende administrar al sujeto, una cantidad efectiva de
un virus de vaccinia oncolitico de cualquiera de las clausulas

1-18.

22. Un método para producir un efecto anti-céncer en
un sujeto que comprende administrar, al sujeto, una cantidad
efectiva del virus de vaccinia oncolitico de una cualquiera de

las cléusulas 1-18.

23. E1 método tal y como se reivindica en las
cldusulas 19, 20, 21 o 22 gue ademas comprende administrar uno
0 mas agentes seleccionados del grupo que consiste de un agente
anti céancer, un agente inmunomodulatorio, y una combinacidén de

los mismos.
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24. Un virus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-18
anteriores, para usarse en el tratamiento de cancer en un

sujeto.
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IMMUNO-ONCOLYTIC THERAPIES

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS

This application claims priority to U.S. Provisional Patent Application
Serial No. 61/868,978, filed August 22, 2013, which is incorporated by reference

herein in its entirety.

1. INTRODUCTION

The present invention relates to oncolytic vaccinia viruses which have
been modified to promote anti-tumor immunity and/or reduce host antibody response

against the virus.

2. BACKGROUND OF THE INVENTION

Oncolytic viruses (OV) are viruses with replication that is naturally or
engineered to be selective for tumor cells'™. A varicty of different viral backbones
have been examined as OV, including strains of vaccinia virus (VV).*'" At least
three separate oncolytic vaccinia vectors have completed Phase I testing, including
strain vvDD.*" The VV OV, JX-594*"? (Jennerex), has recently demonstrated highly
encouraging responses in Phase 11 trials for hepatocellular carcinoma (HCC),

13,14

including systemic tumor delivery ™ . Further, encouraging Phase I1I results have

been reported for the herpes virus HSV OV (T-Vec, Amgen'>'°

) in therapy of
melanoma (16% responses, compared to 2% in control arm). As such, the true
potential of OVs in the treatment of cancer has begun to be revealed (beyond that of
the original ONYX-015 (H-101) adenovirus strain'”'® that remains the only approved
OV therapy in any market™).

Despite this promise, complete responses with OV remain rare.
Significantly, the first and second generation OV strains were primarily designed to
destroy tumor cells through selective replication leading directly to cell lysis.
Additionally, JX-594 and T-Vec both express a cytokine transgene (GM-CSF) which

12142021 .. :
= Pre-clinical studies have

would be expected to boost host lymphocytes.
demonstrated the critical importance of the immune response in the therapeutic
activity of oncolytic VV, with (i) mice being uniformly resistant to re-challenge
following a complete response after VV therapy, indicating an absolute requirement

for induction of anti-tumor adaptive immunity™; (i) the vaccine effects of VV
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demonstrating greater therapeutic benefit than equivalent DC vaccines™; (iii) VV
infection of the tumor producing a hallmark cytokine profile (the ‘Immunologic

Constant of Rejection’*

); (1iv) VV therapy reducing the number of
immunosuppressive cells in the tumor (MDSC, T-reg and M2 macrophages)®; (v) the
immune response raised by VV therapy being capable of eradicating residual tumor
and mctastases well after the virus has been cleared, providing long-term immune
surveillance to prevent relapse™°; and (vi) in some studies it appears that robust
viral replication is not actually needed for therapeutic effect”’*®. Therefore, the
immunotherapeutic effects of OVs, particularly VV, arc at least as important as the
directly oncolytic effects and that these vectors should probably be considered
principally as immunotherapies.

Notably, the current clinical vectors were not designed as
immunotherapeutics (beyond the expression of single cytokines) and this area has
remained relatively underexplored. As such, there is huge unmet potential to enhance
oncolytic vectors through optimizing their interactions with the host immune system
and to create vectors capable of in situ vaccination against relevant tumor antigens.
Alternatively, most traditional therapeutic cancer vaccine approaches have had limited
success in the clinic especially against larger tumors, despite evidence of successful
immunization®~'. Novel vaccine approaches are therefore also needed, ideally
mediating induction of responses against relevant antigens in every tumor,

overcoming suppression even within large tumors and enhancing T-cell homing to the

tumor targets.

3. SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relates to “immuno-oncolytic” vaccinia viruses
which have been modified to promote anti-tumor immunity and/or reduce host
immune and antibody response against the virus. It is based, at Icast in part, on the
discovery of improved inhibition of tumor growth by oncolytic vaccinia virus that has
been treated with an agent that reduces the amount of glycosylation and/or treated
with a sialidase enzyme (which are believed to reduce TLR2 activation and to
decrease host antibody response against the virus); and/or carries modifications or
deletions of viral genomic nucleic acid encoding a product that reduces T cell
immunity (viral interleukin-18 binding protein); and/or carries nucleic acid encoding a

product that (1) enhances cytotoxic T lymphocyte induction (TRIF) and/or (ii) reduces
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tumor myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) by reducing prostaglandin E2.
Accordingly, the present invention provides for immuno-oncolytic vaccinia viruses
and methods of using them in the treatment of cancers.
4. BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES
FIGURE 1A-C. (A) WR.AC12L virus displayed tumor selectivity in

vivo relative to WR parental virus. C57BL/6 mice bearing CMT-93 tumors were
treated IV with 5¢8 PFU of viruses, and mice sacrificed at pre-determined times after
therapy. Viral PFU were quantified in different tissues post mortem after
homogenization. (B) Enhanced anti-tumor effects of WR.AC12L. Mice bearing
subcutaneous CMT-93 tumors were treated IV with a single dose (1e8 PFU) of virus
and survival followed (defined as time to tumor volume reaching 1000mm® as
determined by caliper measurement). (C) Production of IFN-y (as a marker of
effector T-cell production) from splenocytes recovered from mice previously treated
with indicated virus and after ex vivo exposure to WR.

FIGURE 2A-E. Deglycosylation of Vaccinia Virus envelope. (A)
Immunoblot showing deglycosylation of Vaccinia virus envelope protein. Purified
WR and WR deglycosylated viruses were disrupted and blotted using an anti-BSR
antibody. Decrease in protein weight corresponds to deglycosylation of the BSR
protein. (B) Deglycosylation of virus envelope has no effect on Vaccinia virus
infectivity. Different mouse tumor cell lines were infected with TK- or its
deglycosylated version at an MOI of 1, and viral luciferase expression was measured
3 hours after infection by bioluminescence imaging. Mean values +SD of 3
independent experiments are plotted. (C) Deglycosylation reduces TLR2 activation in
vitro. HEK293 cells expressing mouse TLR2 were transfected with pNiFty (TLR-
signaling reporter plasmid). 24 hours after transfection, cells were infected at an MOI
of 1 with WR or WR deglycosylated and TLR2 activation was quantified 24 hours
after infection by bioluminescence imaging. Means +SD of 3 independent
experiments (performed in quadruplicate) are depicted. (D) STAT3 phosphorylation is
depleted in splenic lymphocytes of mice injected with deglycosylated Vaccinia.
Percentage of pSTAT1-pSTAT3+ lymphocytes was determined by flow cytometry.
PBS and PAM(3)CSK(4) were used as controls. Values of individual mice and means
+SEM of the different treatments are plotted. (E) Deglycosylation of Vaccinia
envelope increases viral gene expression from tumors iz vivo. BALB/c mice

harboring subcutaneous xenografts of Renca cells (mouse renal adenocarcinoma)
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were randomized and injected with a single intravenous dose of 1x10° PFU per mouse
of TK- or TK- deglycosylated. Kinetics of viral gene expression from within the
tumor was monitored by bioluminescence imaging of viral luciferase expression.
Mean values of 12-13 animals +SD are plotted. *, significant P<0.05 compared with
PBS or Control. #, significant P<(0.05 compared with TK- or WR group. ¢,
significant P<0.05 compared with PAM(3)CSK(4) group.

FIGURE 3A-D. Ablating TLR2 activation through deglycosylation
leads to increased therapeutic effects. (A) Treatment of vaccinia strain WR with a
sialidase enzyme (DS) results in loss of TLR2 signaling pathway activation in an in
vitro model (NF-kB activation in HEK293 cells transfected to express TLR2). (B) DS
WR virus displayed significantly enhanced systemic delivery to mouse tumors (4T1
subcutancous tumors in BALB/c mice with virus delivered 1V and viral luciferase
transgene expression in the tumor determined 24h later by bioluminescence imaging
(N.B. non-tumor tissucs displayed no difference in viral uptake). (C) Anti-tumor
cffect in the same model demonstrated therapeutic advantage of DS the virus. (D)
Loss of TLR2 activation (in a TLR2 knock out transgenic mouse) after infection with
vaccinia leads to significantly reduced induction of anti-viral neutralizing antibody
(neutralizing antibody measured as the ability of different dilutions of mouse serum
collected 14d after treatment with WR to prevent viral luciferase transgene expression
after mixing with WR.TK-Luc+ and infection of a BSC-1 cell layer)

FIGURE 4A-C. (A) Schematic diagram representing the construct of
the TK-TRIF virus and a schematic diagram representing the construct of the TK-DAI
virus. (B) ELISA assays were utilized to determine concentrations of TRIF in cells
with infected with TK- and TK-TRIF. (C) Western blot showing the expression of
DALI from the TK-DAI reference.

FIGURE 5A-C. (A) TRIF expression from vaccinia enhances type |
IFN production in vitro, even beyond that of the B18R-strain. (B) TRIF expression
increased production of CTL irn vivo. (C) Further enhanced therapeutic effect in vivo
after single IV delivery of 1¢8 PFU of virus to BALB/c mice bearing subcutancous
Renca tumors.

FIGURE 6A-D. Oncolytic Vaccinia virus expressing the mouse TRIF
protein increased activation of TLR-responding pathways and the release of
proinflammatory cytokines and chemokines. (A-B) Activation of NF-xB (A) and
IRF3 (B) pathways after infection with TK-TRIF and TK-DAI. ELISA assays were
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utilized to determine concentrations of pIKKf and IRF3 on cytoplasmic and nuclear
extracts, respectively, of 4T1 or MEF cells infected with TK-, TK-TRIF, or TK-DAI
at an MOI of 1. Analyses were performed 24 hours after infection. Data was obtained
in quadruplicated from 2 independent experiments, and is plotted as fold change vs
TK- +SD. Dashed linc indicates TK- activation level. (C) Release of cytokines and
chemokines in vitro after TK-TRIF and TK-DAI infection. IL-6, IP-10, TNF-a, and
IFN-B concentrations in the supernatant of Renca, 4T1, MC38 and MEF cells was
evaluated by Luminex assay 24 hours after infection with TK-, TK-TRIF or TK-DAI
(MOI of 1). Data is depicted as fold change vs TK- +SD (2 independent
experiments). Dashed line indicates TK- concentrations. (D) In vivo intratumoral
concentration of cytokines and chemokines. BALB/c mice with established Renca
subcutancous xenografts were randomized and injected with a single intravenous dose
of 1x10° PFU per mouse of TK- or TK-TRIF. Fold change vs TK- from 4-5 mice +SD
is plotted. Dashed line indicates TK- concentrations. *, significant P<0.05 compared
with TK- group. #, significant P<0.05 compared with TK-DAT group.

FIGURE 7A-E. ELISA assays were utilized to determine
concentration of NF-xB (A), HMGB1 (B) and Hsp-70 (C) in cells infected with TK-,
TK-TRIF or TK-DAI at an MOI of 1. Analyses were performed 24 hours after
infection. Data was obtained and plotted as fold change vs TK- +SD. Dashed line
indicates TK- activation level. The level of helper T-cells (D) and regulatory T-cells
(E) were analyzed in response to infection with TK- or TK-TRIF virus.

FIGURE 8A-D. Replication and antitumor activity of TK-TRIF and
TK-DALI (A) Viral production of TK-TRIF and TK-DAI in mouse tumor cells.
Different tumor cell lines were infected with an MOI of 1 and virus production was
measured by plaque-assay at different time points. Viral yield was evaluated in
quadruplicate for cach cell line, by carrying out two independent experiments. Means
+SD are plotted. (B) Comparative cytotoxicity of TK-TRIF and TK-DAI. Cells were
infected with the indicated viruses at doses ranging from 75 to 0.00025 PFU/cell.
ECsy values (MOI required to cause a reduction of 50% in cell culture viability) at day
4 after infection 1s shown. Four different replicates were quantified for cach cell line
and mean for each MOI 1s depicted. (C-D) Viral gene expression and antitumor
cfficacy in vivo. Renca or MC38 xenografts were implanted in BALB/c or C57BL/6
mice, respectively, and mice were injected with PBS or 1x10° PFU of TK-, TK-TRIF

or TK-DAI through the tail vein. Viral luciferase expression in the tumors (C) and
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tumor volumes (D) were measured at indicated time points. n=12-15 mice/group
+SE. *, significant P<0.05 compared with PBS group. #, significant P<0.05 compared
with TK- group. ¢, significant P<0.05 compared with TK-DAIT group.

FIGURE 9A-F. (A) Viral gene expression of TK-TRIF and TK-DAI
n mouse tumor cells. Different tumor cell lines were infected with an MOIT of 1 and
viral luciferase expression was quantified by bioluminescence imaging at different
time points. Luciferase expression was evaluated in quadruplicate for each cell line,
by performing two independent experiments. Means +SD are plotted. (B) Percentage
of apoptotic cells after infection with TK-TRIF and TK-DAI. A panel of mouse tumor
cell lines was infected with the indicated viruses using an MOI of 1. At 48 hours after
infection, percentage of nectrotic and apoptotic cells were determined by flow
cytometry by PI and Annexin V staining. Two independent experiments were
performed and means +SD are plotted. (C-D) TK-TRIF improves the antitumor
cfficacy of TK-GMCSF in a mammary semi-orthotopic model. 4T1 cells were
implanted in the mammary fat pad of BALB/c mice and, once the tumor was
established, mice were injected with PBS or 1x10° pfu of TK-, TK-TRIF, or TK-
GMCSF through the tail vein. Viral luciferase expression from within the tumors (C)
and tumor volumes (D) were measured at indicated time points. n=12-14 mice/group
+SE. (E-F) TK-TRIF improves survival of mice bearing tumors. BALB/c or
C57BL/6 mice harboring Renca (E) or MC38 (F) xenografts, respectively, were
treated as in Figure 3d and end point was established at a tumor volume of >750 mm”.
Kaplan-Meyer survival curves are plotted. n=12-15 mice/group. *, significant P<0.05
compared with PBS or control. #, significant P<0.05 compared with TK- group. ¢,
significant P<0.05 compared with TK-GMCSF group. o, significant P<0.05
compared with TK-DAI group.

FIGURE 10A-E. (A) Body weight variation after intravenous TK-
TRIF deglycosylated administration. BALB/C mice were injected intravenously with
1x10° PFU per mouse of TK-, TK-TRIF, or TK-TRIF deglycosylated. Phosphate-
buffered saline (PBS) administration was used in the control group. TK-injected mice
presented more than 10% reduction in body-weight at day 6 after virus injection,
whereas TK-TRIF and TK-TRIF deglycosylated-injected mice presented a similar
weight profile than those injected with PBS. (B) Viral gene expression in vivo after
TK-TRIF deglycosylated administration. Renca tumors were implanted in BALB/c
mice, and mice were injected with PBS or 1x10° pfu of TK-, TK-TRIF, or TK-TRIF
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deglycosylated through the tail vein. Viral luciferase expression from within the
tumors was measured at indicated time points. n=12-14 mice/group +SE. (C-D)
Survival of tumor-bearing mice treated with TK-TRIF deglycosylated. (C-D) Renca
(C) or MC38 (D) xenografts were established in BALB/C or C57BL/6 mice,
respectively, and treated with a single intravenous dose of 1x10° PEU of indicated
viruses or PBS. End point was established at a tumor volume of >750 mm® and
Kaplan-Meyer survival curves are plotted. n=12-15 mice/group. (E) TK-TRIF
deglycosylated improved survival compared with TK-GMCSF treatment. Mice
(BALB/c harboring subcutancous Renca tumors) were treated via tail vein injection of
PBS or a single dose of 1x10° pfu of TK-GMCSF or TK-TRIF deglycosylated (n=10-
12 per group). Kaplan-Meyer survival curves were obtained after establishing an end
point of >750 mm” for the tumor volume. *, significant P<0.05 compared with PBS
group. #, significant P<0.05 compared with TK- group. ¢, significant P<0.05
compared with TK-deglycosylated group. o, significant P<0.05 compared with TK-
TRIF group. P, significant P<0.05 compared with TK-GMCSF group.

FIGURE 11A-F. Combination of envelope deglycosylation and mouse
TRIF expression boosted antitumor cellular responses and exhibited potent antitumor
cfficacy. (A-B) Cellular immune responses to Vaccinia virus and tumor cells
cvaluated by IFN-y ELISpot assay. At day 7 post-virus administration, spleens were
harvested from mice injected intravenously with 1x10° PFU of indicated viruses or
PBS (BALB/c mice bearing Renca xenografts) and evaluated for the amount of CTLs
recognizing Vaccinia virus (A) or Renca cells (B). Values of individual mice and
means £SEM are depicted. (C) Serum neutralizing antibody titers. A neutralizing
assay was performed to determine circulating anti-Vaccinia antibody levels for mice
injected with 1x10® PFU of TK-, TK-TRIF or TK-TRIF deglycosylated. Nabs titers
were determined by the highest dilution of serum that resulted in at least 50%
inhibition of infection. Values of individual mice and means =SEM are plotted. (D-E)
In vivo antitumor activity in different models. BALB/c bearing Renca (D) or
C57BL/6 bearing MC38 (E) tumor xenografts were treated with a single intravenous
dose of indicated viruses (1x10° PFU/mouse). Tumor growth was followed by caliper
measurements. Means of 12-15 mice per group +SE are depicted. (F) TK-TRIF
deglycosylated exhibited greater antitumor activity than TK-GMCSF. BALB/c mice
harboring Renca xenografts were injected intravenously with a dose of 1x10°

PFU/mouse of TK-GMCSF or TK-TRIF deglycosylated. Relative tumor volume after
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virus administration is plotted (n=12-15 mice/group +SE). *, significant P<0.05
compared with PBS group. #, significant P<0.05 compared with TK- group. ¢,
significant P<0.05 compared with TK- deglycosylated group. w, significant P<0.05
compared with TK-TRIF group.

FIGURE 12A-C. (A) Vaccinia strain WR with DS trcatment, C12L
deletion and mTRIF expression (termed UPCI-1812) displayed enhanced anti-tumor
effects in BALB/c mice bearing 4T1 tumors relative to current clinical strains
WR.TK-GM-CSF+ (as a model of the strain JX-594). The UPCI-1812 virus also
displayed increased production of immunotherapeutic cytokines in the tumor
microenvironment including (B) interferon gamma and (C) interleukin-12.

FIGURE 13A-C. (A) Survival of various tumor cells lines were
analyzed upon viral infection with TK-. (B) Viral gene expression in tumors derived
from BALB/c and C57BL/6 mice implanted with certain tumor cell lines, and the
volume of tumors obtained from BALB/c and C57BL/6 implanted with certain tumor
cell lines and infected with TK-. (C) Detection of phosphorylated Sp6 in myeloid cells
in tumors derived from BALB/c and C57BL/6 mice implanted with certain tumor cell
lines and treated with TK-.

FIGURE 14A-B. (A) Mice bearing no tumor or subcutancous tumors
derived from LLC or B16 cells (50-100mm”) were treated within a single intravenous
injection of 1x10” PFU of WR.TK-. Mice (n=3 per group and time) were sacrificed at
indicated times and spleens and serum recovered. Splenocytes were rapidly fixed and
permeabilized (according to our previously published protocol) and then stained for
phosflow to detect activation of signaling pathways. This was performed for
Regulatory T-cells (CD3+CD4+CD8-FoxP3+CD25+), with pSTATS, pS6 and Ki67
analyzed; for CD4 T-cells (CD3+CD4+CDS8-FOXP3-), with pS6, Ki67, CD44 and
CD62L analyzed; and for CD8 T-cells (CD3+CD4-CD8+FoxP3-), with pSé, Ki67,
CD44 and CD62L analyzed. (B) Anti-viral neutralizing antibody levels were also
cxamined in the serum.

FIGURE 15A-B. (A) Concentration of regulatory T-cells and MDSC
cells in various mouse tumor models infected with TK-. (B) Concentration of
regulatory T-cells, MDSC cells and CD8+ T-cells in 4T1 and MC38 mouse tumor
models infected with TK-.

FIGURE 16A-B. (A) Gating strategies are shown for detection of
MDSC (left) and T-cells and T-regs (right) for splenocytes or cells recovered from



WO 2015/027163 PCT/US2014/052308

10

15

20

25

30

disaggregated tumors. (B) The levels of MDSC and T-reg in the spleen are shown for
mice bearing different tumors.

FIGURE 17A-C. (A) TK- vaccinia strain displays a very poor ability
to increasc median survival (relative to PBS control) in mouse tumor models that
display high levels of MDSC at bascline. Also, TK- viral therapy can reduce levels of
(B) T-reg in treated tumors, but has no impact on (C) MDSC levels.

FIGURE 18. Analysis of the immune response in mice implanted with
MC38 tumor cells upon treatment with the immunogenic vaccinia strains, GM-CSF,
WR.TK-GM-CSF, WR.B18R-IFNo+, WR.BI8R-IFNfB+ and WR.B18R-IFNy+ in
comparison to the immune response elicited by TK- infection.

FIGURE 19. Analysis of the immune response in mice implanted with
4T1 tumor cells upon treatment with the immunogenic vaccinia strains, GM-CSF,
WR.TK-GMCSF and WR.BI1&R-IFNf+ in comparison to the immune response
clicited by TK- infection.

FIGURE 20. Expression of COX2 and HPGD upon expression of
WR-TK-HPGD or treatment of the Cox 2 inhibitor, Celecoxib. Beta-actin was
detected as a loading control. Expression of PGE2 was determined in Renca cells
upon infection with WR-TK-HPGD or WR TK- or trecatment of Celecoxib.

FIGURE 21A-D. HPGD expression from oncolytic vaccinia reduced
MDSC in the tumor and sensitizes resistant tumors to viral therapy. (A) Effect of
HPGD expression on T-reg and MDSC levels in the tumor. Mice bearing Renca
tumors were treated with intratumoral, low dose (1x10’ PFU) injection of indicated
virus and mice sacrificed at indicated times, tumors recovered, disaggregated and
analyzed by flow cytometry as before. HPGD expression reduces MDSC and T-reg
levels (*p<0.05 compared to control). (B) Enhanced therapeutic activity of WR.TK-
HPGD+. Mice bearing subcutancous Renca or MC38 tumors were treated with a
single intratumoral injection of PBS or 1x10” PFU or WR.TK- or WR.TK-HPGD+
and subsequent tumor growth followed by caliper measurement (n=15 per group;
WR.TK-HPGD+ significantly (p<0.05) delayed tumor growth from day 3 (RENCA)
or day 7 (MC38) compared WR.TK- and resulted in 3 complete responses for
RENCA and 2 for MC38. No mice from any other group displayed a CR). (C)
Comparison of tumor growth and viral gene expression for WR. TK-. HPGD+
treatment. Tumor growth for individual mice with Renca tumors and treated with

WR.TK-HPGD+ are plotted, compared to PBS control (grey bar) and divide into good
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(solid line) and best (dashed line) responders. The bioluminescence signal (viral gene
expression) from the tumor at day 1 and 5 were normalized to tumor volume and
shown for both good and best responders. (D) HPGD expression does not reduce viral
gene expression. Viral luciferase gene expression from within the tumor at 24h after
treatment with WR.TK- or WR. TK-HPGD+ 1s shown.
FIGURE 22. Tumor volume as a function of days after trecatment with
PBS control (CTL; circle), thymidine kinase negative Western Reserve VV (WR TK-;
square) or thymidine kinase (TK) negative Western Reserve VV carrying HPGD (WR
TK- HPGD, triangle) (HPGD is murine equivalent of human 15-PGDH protein).
FIGURE 23A-D. Percent MDSCs in (A) spleen of mice infected with
WR TK-; (B) spleen of mice infected with WR TK- HPGD; (C) tumor of mice
infected with WR TK-; and (D) tumor of mice infected with WR TK- HPGD.
FIGURE 24A-D. HPGD expression enhanced the immune response
and alters immune cell trafficking to the tumor. (A) Cytokine and chemokine profiles
in the tumor after different treatments. Mice bearing RENCA tumors were treated as
indicated with 1x10” PFU of different viral strains IT and sacrificed after 3 days.
Tumor homogenates were run on Luminex assays to quantify different cytokines and
chemokines (*p<0.05). (B) Anti-tumor CTL response is increased with HPGD
expression. Splenocytes collected form RENCA tumor bearing mice 7 days after the
indicated treatments were quantified for anti-tumor CTL response as determined by
ELISPOT (*p<0.06). (C) Systemic alterations in chemokine levels after different
treatments. Serum collected from RENCA tumor bearing mice 3 days after the
indicated treatments were quantified for chemokine levels by ELISA (p<0.05). (D)
Activated immune cells preferentially target tumors infected with HPGD-expressing
virus. Mice were implanted with bilateral RENCA tumors and when these reached
50-100mm°, these were injected with 1x10” PFU of WR.TK- on one flank and
WR.TK-HPGD+ on the opposite flank, after 24 h 1x10” activated and Cy5.5 labeled
NK T (CIK) cells were delivered via tail vein injection. 24h later mice were imaged
for bioluminescence (Viral gene expression) and fluorescence (NK T cell trafficking
to tumors) (*p<0.05). A representative example of fluorescence imaging is shown.
FIGURE 25. COX2 expression in tumors infected with WR.TK-

compared to untreated tumors.
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FIGURE 26A-B. (A) Survival of various cells lines upon infection
with TK-. (B) Viral production and gene expression of TK- in various tumor cells
lines.

FIGURE 27 depicts viral gene expression of TK- infected MC-38,
LLC and AB12 mouse tumor models after day 4 or day 5 of infection.

FIGURE 28. Tumor growth as a function of days after treatment with
PBS or infection with deglycosylated WR.TK-TRIF+- (UPCI-1812), Western Reserve
TK- carrying HPGD (VV-HPGD) or UPCI-1812 combined with HPGD expression.

FIGURE 29. Enhanced EEV production (A34R mutation K151E)
leads to reduced anti-viral neutralizing antibody (14 days after IP delivery of WR or
EEV).

FIGURE 30. TRIF domains. In the human TRIF amino acid sequence
there are three TRAF binding domains and the RHIM domain that binds RIP1.

5. DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

For clarity of description, and not by way of limitation, the detailed
description of the invention is divided into the following subsections:
(1) viral backbone mutations;
(i)  modification of viral glycosylation;
(i11)  modification that promotes T cell response;
(iv)  modification that inhibits immunosuppression;
(V) modification that enhances virus spread and activity;
(vi)  modified viruses;
(vil)) mcthods of treatment; and
(viii)  Kkits.
The term “homology” as used herein refers to the degree of homology
between nucleic acid or amino acid sequences as determined using methods known in

the art, for example, but not limited to, software such as BLAST or FASTA.
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5.1 VIRAL BACKBONE MUTATIONS

In certain non-limiting embodiments of the invention, a VV contains
on¢ or more mutations of its genome that favors replication of the virus in a cancer
cell and/or increased induction of a Cytotoxic T-Lymphocyte (CTL) immune
responsc. A mutation may be an insertion, delction, or substitution of onc or more
nucleic acids of the native virus.

In particular non-limiting embodiments, the mutation results in
decreased functional interleukin-18 binding protein (“IL-18BP”’) expression. As non-
limiting examples, (1) the mutation may result in a protein with weaker binding to IL-
18 than the native VV protein; (ii) the mutation may result in expression of a
truncated protein with decreased or absent functional activity; or (ii1) the mutation
may delete the IL-18BP gene. In a specific non-limiting example, the mutation may
be a C12L deletion (e.g., see Symons et al., 2002, J. Gen.Virol. 83:2833-2844). In
certain embodiments, the C12L deletion can be a complete or partial deletion of
C12L. For example, and not by way of limitation, a partial deletion of C12L can
include a mutation that results in the deletion of at least about 10%, at least about
20%, at Icast about 30% or at lcast about 40% or more of the amino acid sequence of
the C12L protein.

In further non-limiting embodiments, the viral backbone may contain,
separately or in addition to one or more of the mutations in (including deletion of) a
nucleic acid encoding IL-18BP described above, a mutation 1n nucleic acid encoding
B8R (IFN gamma binding protein; e.g., see Symons et al., 1995, Cell. 81(4):551-60),
B18R (type I IFN binding protein; e.g., see Colamonici et al., 1995, J. Biol. Chem.
270(27):15974-8), A35R (inhibitor of MHC II presentation; e.g., see Rehm et al.,
2010, Virology. 397(1):176-86 and Roper et al., 2006, J. Virol. 80(1):306-13), BI5R
(IL-1P binding protein; e.g., see Alcami et al., 1992, Cell. 71(1):153-67), Chemokine
binding proteins (B29R, G3R, H5R), STATI inhibitor (H1L); dsSRNA or PKR
inhibitors such as E3L (e.g., sec Chang et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.
89(11):4825-9) or K3L (e.g., see Davies et al., 1993, J. Virol. 67(3):1688-92 and
Langland et al., 2002, Virology. 299(1):133-41); Bcl-2 like proteins (such as N1, N2,
B14, F1, C6, A46 and K7), or a combination thereof.

12
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5.2 MODIFICATION OF VIRAL GLYCOSYLATION

In certain non-limiting embodiments of the invention, a VV is treated
with an agent that modifies glycosylation. For example, a cell producing the VV may
be administered a glycosylation inhibitor and/or cultured in the presence of a
glycosylation inhibitor or a VV may be treated with an agent that reduces or removes
or modifies glycosylation. In certain embodiments, a VV can be subjected to acid
treatment to reduce glycosylation of the virus. In certain embodiments, the VV of the
present invention can be produced in a cell line that does not have glycosylation
activity, e.g., due to mutations in one or more glycosylation enzymes.

In certain embodiments, the VV treated with an agent that reduces or
removes or modifies glycosylation, e.g., a deglycosylated virus, can have less than
about 90%, less than about 80%, less than about 70%, less than about 60%, lcss than
about 50%, less than about 40%, less than about 30%, less than about 20% or less
than about 10% of the glycosylation of a VV that was not treated with agent that
modifics glycosylation,

In particular non-limiting embodiments, a VV of the present invention
can be treated with a sialidase enzyme which reduces or removes sialic acid residucs
from the viral surface (e.g., envelope). In non-limiting embodiments, the VV 1s
treated with a sialidase enzyme prior to administration to a subject. In a specific non-
limiting embodiment, the sialidase enzyme is Sialidase A enzyme (Glyko Sialidase A,
Code WS0042) for example as part of the Glycopro Enzymatic Deglycosylation kit
(Product Code: GK80110, Prozyme). In certain embodiments, the VV can be treated
with Sialidase A in combination with N- and O-glycanases. Other enzymes that
remove sialic acid or that cleave glycosyl residues from the virus may also be used
according to the invention, including but not limited to neuraminidases, PNGases
(e.g., PNGasec A or PNGasc F), B1-4 galactosidase, B-N-accetylglucosaminidase, or the
usc of chemical treatments such as b-climination or alkali or hydrazinoyls.

Without being bound to any particular theory, it is believed that
reduction of glycosylation, for example by sialidase treatment of the vaccinia virus,
reduces TLR2 activation and thereby delays systemic immune activation during the
period of viral delivery and/or reduces the production of anti-viral neutralizing

antibodies.

13
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5.3 MODIFICATIONS THAT PROMOTE T CELL RESPONSE

In certain non-limiting embodiments of the invention, a VV is
modified to include one or more nucleic acids encoding a peptide or protein which
promotes a T cell response. In certain embodiments, the peptide or protein which
promotes a T-cell response can promote the expression of one or more
proinflammatory cytokines. For example, and not by way of limitation,
proinflammatory cytokines can include IL-4, 1L-5, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21,
IFN-a, IFN-B, IFN-y, CCL5 and IP-10.

Non-limiting examples of a peptide or protein which promotes a T cell
response include Toll/IL-1R domain-containing adapter inducing IFN-B (“TRIF) or a
functional domain thereof. In certain non-limiting embodiments, the nucleic acid may
encode a human TRIF having an amino acid sequence as set forth in UniProtKB No.
Q8IUC6, or an amino acid sequence at least about 90 percent, at least about 95
percent or at Ieast about 98 percent homologous thereto, or a murine TRIF having an
amino acid sequence as sct forth in UniProtKB No. Q80UF7, or an amino acid
sequence at least about 90 percent, at least about 95 percent or at least about 98
percent homologous thereto.

In certain non-limiting embodiments, the nucleic acid may encode one
or more TRIF domains as depicted in FIGURE 30. In certain embodiments, the
nucleic acid encoding a peptide or protein that promotes a T cell response, e.g., TRIF,
can be cloned into the locus of the thymidine kinase (TK) gene of the virus as
depicted in FIGURE 4A. The nucleic acid encoding a peptide or protein that
promotes a T cell response can be operably linked to any promoter that can result in
expression of the nucleic acid. As used herein, “operably linked” means that a
promoter 18 1 a correct functional location and/or onientation 1 relation o a nucleic
acid sequence to control transcriptional initiation and/or cxpression of that scquence.
In certaim embodiments, the promoter 1s a vaccinia promoter and/or a synthetic
vaccinia promaoter. In certain embodiments, the promoter is the synthetic vaccinia
promoter pSE/L. In certain embodiments, the nucleic acid encoding a peptide or
protein that promotes a T cell response is operably linked to the viral p7.5 promoter.

In other non-limiting embodiments, the nucleic acid may encode
granulocyte-macrophage colony stimulating factor (“GM-CSF”), IL-12, IFN-y or IL-
18. In certain embodiments more than one such nucleic acid may be incorporated into

VV.
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5.4 MODIFICATIONS THAT INHIBIT IMMUNOSUPPRESSION

In certain non-limiting embodiments of the invention, a VV is
modified to include one or more nucleic acid encoding a peptide or protein or
ribonucleic acid or micro-RNA which inhibits or reduces immunosuppression. Non-
limiting examples of measures of immunosuppression include: the level of myeloid
derived suppressor cells (“MDSC”); the level of M2 macrophages; and the level of
helper T cells versus suppressor regulatory T cells. In particular non-limiting
embodiments, the nucleic acid encodes a peptide or protein or ribonucleic acid or
micro-RNA that reduces prostaglandin E2 activity (“a PGE2 antagonist™). In specific
non-limiting embodiments, the nucleic acid encodes a peptide and/or protein that is a
PGE2 antagonist (as that term is used herein) that degrades PGE2. In a specific non-
limiting example, the protein that degrades PGE2 is 15-PGDH (human) or HPGD
(mouse). For example, and not by way of limitation, 15-PGDH may have an amino
acid sequence as set forth in UniProtKB No. P15428, or an amino acid sequence at
least about 90 percent, at least about 95 percent or at least about 98 percent
homologous thereto, and a nucleic acid encoding 15-PGDH may have a nucleic acid
sequence as set forth in GenBank Accession No. U63296.1, or a nucleic acid
sequence at least about 90 percent, at least about 95 percent or at Ieast about 98
percent homologous thereto. In further non-limiting embodiments, a nucleic acid
encoding a secreted and solubilized version of the extracellular receptor for PGE2
may be included in the VV, for example nucleic acid encoding EP1, EP2, EP3 and/or
EP4, where EP3 and 4 are higher affinity. In certain embodiments, the one or more
peptides or proteins which inhibits or reduces immunosuppression can result in the
reduced expression of one or more suppressive chemokines such as, but not limited
to, CXCL12. In certain embodiments, the one or more peptides or proteins which
inhibits or reduces immunosuppression can result in the increased expression of one
or more immune activating chemokines such as, but not limited to, CXCL9, CXCL10
and CCLS.

In certain embodiments, the nucleic acid encoding a PGE2 antagonist
can be cloned into the locus of the thymidine kinase (TK) gene of the virus. The
nucleic acid encoding a PGE2 antagonist peptide or protein can be operably linked to
any promoter that can result in expression of the nucleic acid. In certain

embodiments, the nucleic acid encoding a PGE2 antagonist peptide or protein is
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operably linked to the viral p7.5 promoter. In certain embeodiments, the promoter is a
vaccinia promoter and/or a synthetic vaccima promoter. In certaim embodiments, the
promoter 18 the synthetic vaccinia promoter pSE/L. In certain embodiments, the virus
can include a nucleic acid encoding a PGE2 antagonist and a nucleic acid encoding a
peptide or protein that promotes a T cell response that are both operably linked to a
promoter, e.g., the viral p7.5 promoter, and cloned into the locus of the thymidine
kinase (TK) gene of the virus.

In further non-limiting embodiments, an immunooncolytic virus of the
invention may be administered together with an agent that inhibits or reduces MDSC,
including, for example but not by way of limitation, an antibody that targets a surface
marker of MDSC such as an anti-CD33 antibody or variable region thereof; an anti-
CDI11Db antibody or variable region thercof;, a COX2 inhibitor, e.g., celecoxib;
sunitinib and/or all trans retinoic acid (e.g., see Najjar and Finke, 2013, Frontiers in

Oncology, 3(49) 1-9).

5.5 MODIFICATIONS THAT ENHANCE VIRUS SPREADING AND ACTIVITY

In certain non-limiting embodiments of the invention, a VV is
modified to enhance the spread and/or activity of virus. In particular non-limiting
embodiments, a VV 1s modified to increase the amount of the extracellular enveloped
form of the virus that is produced, for example by introducing one or more of the
following mutations: A34R Lys151 to Glu; complete or partial deletion of BSR;
mutation/deletion of A36R and/or mutation/deletion of AS6R. In certain

embodiments, a VV is modified to include a complete or partial deletion of B3R.

5.6 MODIFIED VIRUSES

In non-limiting embodiments, the present invention provides for an
immuno-oncolytic VV comprising one or more, or two or more, or three or more, or
four or more, of the following modifications, as described in the sections above:

(1) a viral backbone mutation;

(i)  a modification of viral glycosylation;

(ii1)  a modification that promotes T cell response;

(iv)  a modification that inhibits immunosuppression; and/or

(V) a modification that enhances virus spreading and activity.

16
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In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
comprising a modification of viral glycosylation and one or more of the following
modifications, as described in the sections above:

(1) a viral backbone mutation;

(ii))  a modification that promotes T cell response;

(ii1))  a modification that inhibits immunosuppression; and/or
(iv)  amodification that enhances virus spreading and activity.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host and comprises or carries or contains one
or more of the following modifications, as described in the sections above:

(1) a viral backbone mutation;

(ii)  a modification that promotes T cell response;

(i11)  a modification that inhibits immunosuppression; and/or
(iv)  a modification that enhances virus spreading and activity.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
that has reduced glycosylation (e.g., sialylation) relative to unmodified virus and
comprises or carries or contains one or more of the following modifications, as
described 1 the sections above:

(1) a viral backbone mutation;

(i)  amodification that promotes T cell response;

(ii1)  a modification that inhibits immunosuppression; and/or
(iv)  amodification that enhances virus spreading and activity.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
that 1s treated with an agent that reduces the amount of glycosylation prior to
administration to a host or that otherwise has reduced glycosylation relative to
unmodified virus, i.e., a deglycosylated virus.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
that is trcated with sialidase prior to administration to a host or that otherwise has
reduced sialic acid residues relative to unmodified virus.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV

that comprises or carries or contains a nucleic acid encoding TRIF.
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In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
that comprises or carries or contains a nucleic acid encoding a PGE2 antagonist (e.g.,
15-PGDH or HPGD).

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
that comprises one or more modifications that enhance virus spreading and activity
sclected from the group of a A34R Lys151 to Glu mutation; complete or partial
deletion of BSR; mutation/deletion of A36R and/or mutation/deletion of A5S6R.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which comprises one or more virus backbone modification sclected from the group of
a mutation that reduces expression of functional IL-18BP (e.g., C12L deletion), BSR
deletion, B18R deletion, A35R deletion, or a combination thereof.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation prior to
administration to a host or that otherwise has reduced glycosylation relative to
unmodified virus and further comprises or carries or contains a nucleic acid encoding
TRIF or a functional domain thercof.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwise has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises or carries or contains a nucleic acid encoding a PGE2 antagonist (e.g., 15-
PGDH or HPGD).

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwise has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises or carries or contains a nucleic acid encoding TRIF or a functional domain
thercof and/or a nucleic acid encoding a PGE2 antagonist (e.g., 15-PGDH or HPGD),

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwise has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises one or more modifications that enhance virus spreading and activity

selected from the group of a A34R Lys151 to Glu mutation; complete or partial
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deletion of BSR; mutation/deletion of A36R and/or mutation/deletion of A56R. In
certain embodiments, the present invention provides for a deglycosylated VV which
comprises a complete or partial deletion of BSR.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwisc has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises one or more virus backbone modification selected from the group of a
mutation that reduces expression of functional IL-18BP (e.g., C12L deletion), B&R
deletion, BI8R deletion, A35R deletion, or a combination thereof. In certain
embodiments, the present invention provides for a deglycosylated VV which
comprises a C12L deletion.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is trcated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwise has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises onc or more virus backbone modification sclected from the group of a
mutation that reduces expression of functional IL-18BP (e.g., C12L deletion), BER
deletion, B18R deletion, A35R deletion, or a combination thercof, and further
comprises one or more modifications that enhance virus spreading and activity
sclected from the group of a A34R Lys151 to Glu mutation; complete or partial
deletion of BSR; mutation/deletion of A36R and/or mutation/deletion of AS6R. In
certain embodiments, the present invention provides for a deglycosylated VV which
compriscs a C12L deletion and a B5SR deletion.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwisc has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises or carries or contains a nucleic acid encoding TRIF or a functional domain
thercof and further comprises one or more virus backbone modifications selected
from the group of a mutation that reduces expression of functional 1L-18BP (e.g.,
C12L deletion), B8R deletion, BI8R deletion, A35R deletion, or a combination

thereof. In certain embodiments, the virus comprises the C12L deletion.
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In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwise has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises or carries or contains a nucleic acid encoding a PGE2 antagonist (e.g., 15-
PGDH or HPGD) and further comprises one or more virus backbone modifications
selected from the group of a mutation that reduces expression of functional IL-18BP
(e.g., C12L deletion), B8R deletion, BI18R deletion, A35R deletion, or a combination
thercof.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a TK-
VV which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwise has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises or carrics or contains a nucleic acid encoding TRIF or a functional domain
thercof and a nucleic acid encoding a PGE2 antagonist (e.g., 15-PGDH or HPGD),
and further comprises one or more virus backbone modifications selected from the
group of a mutation that reduces expression of functional IL-18BP (e.g., C12L
deletion), B8R deletion, B18R deletion, A35R deletion, or a combination thereof.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwise has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises or carries or contains a nucleic acid encoding TRIF or a functional domain
thercof and further comprises one or more modifications that enhance virus spreading
and activity selected from the group of a A34R Lys151 to Glu mutation; complete or
partial deletion of BSR; mutation/deletion of A36R and/or mutation/deletion of AS6R.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwisec has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises or carries or contains a nucleic acid encoding a PGE2 antagonist (e.g., 15-
PGDH or HPGD) and further compriscs onc or more modifications that enhance virus

spreading and activity selected from the group of a A34R Lys151 to Glu mutation;
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complete or partial deletion of B5R; mutation/deletion of A36R and/or
mutation/deletion of A56R.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwise has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises or carries or contains a nucleic acid encoding TRIF or a functional domain
thereof and a nucleic acid encoding a PGE2 antagonist (e.g., 15-PGDH or HPGD),
and further comprises onc or more modifications that enhance virus spreading and
activity selected from the group of a A34R Lys151 to Glu mutation; complete or
partial deletion of BSR; mutation/deletion of A36R and/or mutation/deletion of AS6R.

In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
which is treated with an agent that reduces the amount of glycosylation (e.g.,
sialylation) prior to administration to a host or that otherwise has reduced
glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to unmodified virus and further
comprises or carries or contains a nucleic acid encoding TRIF or a functional domain
thercof and a nucleic acid encoding a PGE2 antagonist (e.g., 15-PGDH or HPGD),
and further comprises one or more modifications that enhance virus spreading and
activity selected from the group of a A34R Lys151 to Glu mutation; complete or
partial deletion of B5R; mutation/deletion of A36R and/or mutation/deletion of AS6R
and comprises one or more virus backbone modifications selected from the group of a
mutation that reduces expression of functional IL-18BP (e.g., C12L deletion), B&R
deletion, BI18R deletion, A35R deletion, or a combination thereof. In certain
embodiments, the virus comprises the C12Ldeletion. In certain embodiments, the VV
can comprise the C12L deletion and the B5R deletion.

The above-described modifications may be produced in a VV (vaccinia
virus) that is known in the art. Non-limiting examples include the Western Reserve
strain, Copenhagen strain; Wyeth (NYCBOH) strain; Tian Tian strain; or USSR strain
(and sce references 1 and 2, below). The base VV strain modified as set forth herein
may itself comprise one or more mutation relative to its parent strain, for example, but
not limited to, one or more of the following: deletion in TK (i.e., denoted herein as
“TK-"); deletion in VGF; SPI-1 deletion; and/or SPI-2 delction.

In certain non-limiting embodiments, the present invention provides

for a VV with the following modifications:
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(1) an envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation)
relative to an unmodified virus;
(11)  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof; and/or
(i11))  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain thereof.
In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
with the following modifications:
(1) an envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation)
relative to an unmodified virus;
(i)  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof;
(i11)  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain thereof;
and/or
(iv)  a CI12L deletion.
In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
with the following modifications:
(1) an ¢nvelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation)
relative to an unmodified virus;
(1)  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thercof;
(i11)  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain thercof;
(iv)  a C12L deletion; and/or
(V) a B5SR deletion.
In certain non-limiting embodiments, the present invention provides
for a VV with the following modifications:
(1) a TK deletion;
(1)  an envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation)
relative to an unmodified virus;
(111)  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof; and/or
(iv)  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain thereof.
In non-limiting embodiments, the present invention provides for a VV
with the following modifications:
(1) a TK deletion;
(i1)  an envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation)
relative to an unmodified virus;

(ii1)  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof;
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(iv)  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain thereof;
and/or

(v) a C12L decletion.

In non-limiting embodiments, the present invention provides fora VV

with the following modifications:

(1) a TK deletion;

(i1)  an envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation)
relative to an unmodified virus;

(ii1)  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof;

(iv)  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain thereof;

(v)  aCI2L deletion; and/or

(vi)  a B5R deletion.

5.7 METHODS OF TREATMENT

The present invention provides a method of reducing the growth of a
cancer cell comprising administering, to the cancer cell of a subject, an effective
amount of an immunooncolytic VV, as described above. Reducing the growth of a
cancer cell may be manifested, for example, by cell death or a slower replication rate
or reduced growth rate of a tumor comprising the cell or a prolonged survival of a
subject containing the cancer cell.

A “subject” or “patient,” as used interchangeably herein, refers to a
human or a non-human subject. Non-limiting examples of non-human subjects
include non-human primates, dogs, cats, mice, rats, guinea pigs, rabbits, pigs, fowl,
horses, cows, goats, sheep, ctc.

The present invention provides a method of reducing the growth of a
tumor comprising administering, to the tumor, an cffective amount of an
immunooncolytic VV, as described above. Reducing the growth of a tumor may be
manifested, for example, by reduced growth rate or a prolonged survival of a subject
containing the tumor.

The present invention provides a method of treating a subject having a
cancer comprising administering, to the subject, an effective amount of an
immunooncolytic VV as described above.

An “effective amount™ in such a method includes an amount that

reduces growth rate or spread of the cancer or that prolongs survival in the subject. In
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certain embodiments, an effective amount can include an amount that is sufficient to
produce an anti-cancer effect in a subject.

An “anti-cancer cffect,” as used herein, refers to one or more of a
reduction in aggregate cancer cell mass, a reduction in cancer cell growth rate, a
reduction in cancer cell proliferation, a reduction in tumor mass, a reduction in tumor
volume, a reduction in tumor cell proliferation, a reduction in tumor growth rate
and/or a reduction in tumor metastasis.

In certain embodiments, the present invention provides a method of
producing an anti-cancer effect in a subject having a cancer comprising administering,
to the subject, an effective amount of an immunooncolytic VV, as described above.

In specific non-limiting embodiments, the amount of VV administered
(e.g., dose) may be between about 10° and 10" plaque forming units (PFU), or
between about 10° and 10" PFU, or between about 10° and 10® PFU, or between
about 10° and 10"' PFU or between about 10° and 10'' PFU. See also Thorne and
Kirn, 2009, Nat Rev Cancer 9: 64-71. Note that herein 10 is alternatively expressed
as 1eX. In certain embodiments, the oncolytic virus can be administered in a single
dose or can be administered in multiple doses. In certain embodiments where the
virus is administered in multiple does, the doses can be administered sequentially,
e.g., at daily, weekly or monthly intervals, or in response to a specific need of the
subject.

In certain embodiments, the immunooncolytic virus can be
administered in a pharmaceutical composition, wherein the virus is present in an
effective amount and combined with a pharmaceutically acceptable carrier.
“Pharmacecutically acceptable,” as used herein, includes any carrier which does not
interfere with the effectiveness of the biological activity of the active ingredients
and/or that 1s not toxic to the patient to whom it 1s administered. Non-limiting
cxamples of suitable pharmaccutical carriers include phosphate buffered saline
solutions, water, emulsions, such as oil/water emulsions, various types of wetting
agents and sterile solutions. Additional non-limiting examples of pharmaccutically
compatible carriers can include gels, bioadsorbable matrix materials, implantation
elements containing the oncolytic VV or any other suitable vehicle, delivery or
dispensing means or material. Such carriers can be formulated by conventional

methods and can be administered to the subject at an effective amount.
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The VVs of the present invention can be produced by methods known
to one of skill in the art. In certain embodiments, the VV can be propagated in
suitable host cells, 1solated from host cells and stored in conditions that promote
stability and integrity of the virus, such that loss of infectivity over time 1s minimized.
For example, the VV can be stored by freezing or drying, such as by lyophilization.
In certain embodiments, prior to administration, the stored VV can be reconstituted (if
dried for storage) and diluted in a pharmaceutically acceptable carrier for
administration.

The oncolytic virus may be administered to the subject using standard
methods of administration. In certain non-limiting embodiments, the oncolytic virus
can be administered systemically. Alternatively or additionally, the oncolytic virus
can be administered by injection at the site of the cancer, e.g., tumor site. For
example, and not by way of limitation, the route of administration may be inhalation,
intranasal, intravenous, intraarterial, intrathecal, intratumoral, intraperitoneal,
Intramuscular, subcutancous, topical, intradermal, local regional, oral administration,
or combinations thereof. In certain embodiments, the oncolytic virus can be
administered to the patient from a source implanted in the patient. In certain
embodiments, adrministration of the oncolytic virus can occur by continuous jnfusion
over a selected peried of time.  In cortain embodiments, pharmaceutical compositions
can be directly administered to a tumor site, e.g., via direct intratumoral injection.

Cancers that may be treated by immunooncolytic VV therapy include
but are not limited to adenocarcinoma, osteosarcoma, cervical carcinoma, melanoma,
hepatocellular carcinoma, breast cancer, lung cancer, prostate cancer, ovarian cancer,
leukemia, lymphoma, renal carcinoma, pancreatic cancer, gastric cancer, colon
carcinoma, duodenal cancer, glioblastoma multiforme, astrocytoma and sarcoma.

In certain embodiments, treatment using an immunooncolytic VV, as
described above, can be used alone or in combination with one or more anti-cancer
agents. An “anti-cancer agent,” as used herein, can be any molecule, compound,
chemical or composition that has an anti-cancer effect. Anti-cancer agents include,
but are not limited to, chemotherapeutic agents, radiotherapcutic agents, cytokines,
immune checkpoint inhibitors, anti-angiogenic agents, apoptosis-inducing agents,
anti-cancer antibodies and/or anti-cyclin-dependent kinase agents.

In certain embodiments, treatment using an immunooncolytic VV can

be used alone or in combination with one or imrounomodulatory agents. An
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mmmunomodulatory agent can include any compound, molecule or substance capable
of suppressing antiviral immunity associated with a turaor or cancer. In certain
embodiments, the immunomodulatory agent 1s capable of suppressing tnmate
fromunity and/or adaptive imrounity to the oncolytic virus, Non-limiting examples of
rmmunomodulatory agents include anti-CD33 antibody or variable region thercof, an
anti-CD11b antibody or variable region thereof, a COX2 inhibitor, e.g., celecoxib,
cytokines, such as IL-12, GM-CSF, IL-2, IFNP and IFNy, and chemokines, such as
MIP-1, MCP-1 and IL-8. In certain embodiments, the immunomodulatory agent
mcludes immune checkpoint inhibitors such as, but not limited to, anti-CTLA4, anti-
PD-1, anti-PD L1 and TLR agonists {e.g., Poly 1.C}.

“In combination with,” as used herein, means that the
immunooncolytic VV and the onc or more agents arc administered to a subject as part
of a treatment regimen or plan. In certain embodiments, being used in combination
does not require that the immunooncolytic VV and the one or more agents are
physically combined prior to administration or that they be administered over the
same time frame. For example, and not by way of limitation, the immunooncolytic
VYV and the onec or more agents can be administered concurrently to the subject being
freated, or can be administered at the same time or sequentially in any order or at
different points in time.

In certam embodiments, a method of treating a subject having a cancer
includes administering, to the subject, an effective amount of an immunooncolytic
VV comprising: (i) an envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation)
relative to an unmodified virus; (i1) a nucleic acid encoding TRIF, or a functional
domain thercof; and (ii1) a nucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain
thereof.

In certain embodiments, a method of treating a subject having a cancer
includes administering, to the subject, an effective amount of an immunooncolytic
VV comprising: (i) an envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation)
relative to an unmodified virus; (i1) a nucleic acid encoding TRIF, or a functional
domain thereof; (iii) a nucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain
thereof; and (1v) a C12L deletion.

In certain crnbodiments, a method of treating a subject having a cancer
includes administering, to the subject, an effective amount of an immunooncolytic

VV comprising: (i) an envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation)
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relative to the unmodified virus; (i1) a nucleic acid encoding TRIF, or a functional
domain thereof; (iii) a nucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain
thercof; (iv) a C12L deletion; and (v) a BSR deletion.

o certain crobodiments, a method of treating a subject having a cancer
includes administering, to the subject, an effective amount of an immunooncolytic
VV comprising: (i) a TK deletion; (i1) an envelope with reduced glycosylation (e.g.,
reduced sialylation) relative to an unmodified virus; (111) a nucleic acid encoding
TRIF, or a functional domain thereof; and (iv) a nucleic acid encoding 15-PGDH, or a
functional domain thereof.

In certain embodiments, a method of treating a subject having a cancer
includes administering, to the subject, an effective amount of an immunooncolytic
VV comprising: (1) a TK deletion; (i1) an envelope with reduced glycosylation (e.g.,
reduced sialylation) relative to an unmodified virus; (ii1) a nucleic acid encoding
TRIF, or a functional domain thercof; (iv) a nucleic acid encoding 15-PGDH, or a
functional domain thereof; and (v) a C12L deletion.

In certain embodiments, a method of treating a subject having a cancer
includes administering, to the subject, an effective amount of an immunooncolytic
VV comprising: (1) a TK deletion; (i1) an envelope with reduced glycosylation (e.g.,
reduced sialylation) relative to the unmodified virus; (ii1) a nucleic acid encoding
TRIF, or a functional domain thereof; (iv) a nucleic acid encoding 15-PGDH, or a
functional domain thereof; (v) a C12L deletion; and (vi) a BSR deletion.

In certain embodiments, the methods of the present invention can
further include administering to the subject an effective amount of one or more
agents. For example, and not by way of limitation, the agent can be an anti-cancer

agent and/or an immunomodulatory agent, as described above,

5.8 KITS
The present invention further provides for kits that provide an
immunooncolytic VV as described above. In certain embodiments, a kit of the
present invention can include an immunooncolytic VV or a pharmaceutical
composition comprising an immunooncolytic VV as described above. In certain
embodiments, a kit of the present invention can further include one or more
components such as instructions for use, devices and additional reagents, and

components, such as tubes, containers and syringes for performing the methods
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disclosed above. In certain embodiments, a kit of the present invention can further
include one or more agents, e.g., anti-cancer agents and/or immunornodulatory agents,
that can be administered in combination with an immunooncolytic VV,

In certain embodiments, a kit of the present invention can include
instructions for use, a device for administering the immunooncolytic VV to a subject,
or a device for administering an additional agent or compound to a subject. For
example, and not by way of limitation, the instructions can include a description of
the immunooncolytic VV and, optionally, other components included in the kit, and
methods for administration, including methods for determining the proper state of the
subject, the proper dosage amount and the proper administration method for
administering the immunooncolytic VV. Instructions can also include guidance for
monitoring the subject over the duration of the treatment time.

In certain embodiments, a kit of the present invention can include a
device for administering the immunooncolytic VV to a subject. Any of a variety of
devices known 1n the art for administering medications and pharmaceutical
compositions can be included in the kits provided herein. For example, and not by
way of limitation, such devices include, a hypodermic needle, an intravenous needle,
a catheter, a needle-less injection device, an inhaler and a liquid dispenser, such as an
eyedropper. In certain embodiments, an immunooncolytic VV to be delivered
systemically, for example, by intravenous injection, can be included in a kit with a
hypodermic needle and syringe.

In certain erabodiments, a kit of the present invention includes an
effective amount of an immunooncolytic VV comprising: (i) an envelope with
reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to an unmodified virus; (ii) a
nucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof; and (iii) a nucleic acid
encoding 15-PGDH, or a functional domain thercof.

o certain crabodiments, a kit of the present invention includes an
cffective amount of an immunooncolytic VV comprising: (1) an envelope with
reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to an unmodified virus; (i1) a
nucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof; (iii) a nucleic acid
encoding 15-PGDH, or a functional domain thereof; and (iv) a C12L deletion.

In certain crobodiments, a kit of the present invention includes an
effective amount of an immunooncolytic VV comprising: (i) an envelope with

reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to the unmodified virus; (ii) a
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nucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof; (iii) a nucleic acid
encoding 15-PGDH, or a functional domain thereof; (iv) a C12L deletion; and (v) a
B3R deletion.

o certain crbodiments, a kit of the present invention includes an
effective amount of an immunooncolytic VV comprising: (1) a TK deletion; (i) an
envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to an
unmodified virus; (1ii1) a nucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof;
and (iv) a nucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain thereof.

In certain crobodiments, a kit of the present invention includes an
effective amount of an immunooncolytic VV comprising: (1) a TK deletion; (i1) an
envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to an
unmodified virus; (ii1) a nucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof;
(iv) a nucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain thereof; and (v) a
C12L deletion.

In certain embodiments, a kit of the present invention includes an
cffective amount of an immunooncolytic VV comprising: (1) a TK deletion; (i1) an
envelope with reduced glycosylation (e.g., reduced sialylation) relative to an
unmodified virus; (i11) a nucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thercof;
(iv) a nucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain thercof; (v) a C12L
deletion; and (vi) a B5R deletion.

The following Examples are offered to more fully illustrate the

disclosure, but are not to be construed as limiting the scope thereof.

6. EXAMPLE 1: EFFECT OF THE BACKBONE MUTATION CI2L

Western Reserve thymidine kinase negative (“TK-") vaccinia virus
(VV) was modified to delete C12L. The Western Reserve vaccinia strain was
obtained from BEI Resources (Manassas, VA), and all recombinant vaccinia viruses
used or constructed were based on this strain.

A virus deletion mutant lacking 40% of the C12L ORF was
constructed using transient dominant selection (Falkner & Moss, 1990, J Virol. 64(6):
3108-3111). Cells were infected with wild type vaccinia WR and simultancously
transfected with a plasmid containing regions 3’ and 5’ of the C12L gene.

Recombination was allowed to occur and a selectable marker used to determine
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recombination events. Viruses were titered by plaque assay on BSC-1 cells,
manufactured and purified as previously described for in vivo use (Sampath, P et al.
(2013) Mol. Ther., 21: 620-628).

C57BL/6 mice bearing a CMT-93 tumor were administered 5 x 10°
plaque forming units (“PFU”) of ecither unmodified WR virus or virus carrying the
C12L deletion (WRACI12L). To test the tumor-specificity of the virus, the amount of
virus in brain, liver, lung and tumor was evaluated at 1, 3 and 10 days after infection.
The results, in FIGURE 1A, show that although approximately equivalent amounts of
WR and WRACI2L virus were found 1n liver, lung and tumor 1 day after infection,
by ten days very little WRAC12L virus was found in non-tumor tissue relative to the
amount found in tumor, with the differential in tumor/non-tumor expression being
much less for unmodified WR virus.

To evaluate the effect of the C12L mutation on survival, C57BL/6
mice (purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) bearing
subcutancous CMT-93 tumors were treated intravenously with a single, 1 x 10° PFU
dosc of WR or WRACI12L virus, and then monitored. While all mice receiving WR
virus had died before 60 days post-infection, after 70 days 50 percent of WRAC12L
animals were still alive (FIGURE 1B).

Animals were first immunized with WR or WRACI12L and the T-cells
from these mice (or control mice) were mixed with WR and the resulting IFN-y
production levels were determined by ELISA. The results are shown in FIGURE 1C
and indicate that C12L deletion resulted in greater production of CTL or IFN-y

producing splenocytes.

7. EXAMPLE 2. EFFECT OF DEGLYCOSYLATION TREATMENT

To test the cffect of the modification of glycosylation of viral surface
proteins, WR TK- VV, N-linked and simple O-linked glycans, e.g., sialic acid, were
removed from the viral envelope using Sialidase A (Glyko Sialidase A, Code
WS0042) or a cocktail of N- and O-glycanases and Sialidase A (Glycopro Enzymatic
Deglycosylation kit, Product Code: GK80110, Prozyme). The non-denaturing
protocol for deglycosylation of a virus was to take (1) 20 ul of virus stock; (i1) add 17
ul of deionized water; (i11) add 10ul of 5X reaction buffer; (iv) add 1ul cach of N-

Glycanase, Sialidase A and O-Glycanase (or any enzyme alone used with 19ul of
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deionized water); and (v) incubate at 37°C for 16 hours prior to use. Deglycosylation
of the virus was confirmed by western blot analysis (FIGURE 2A).

The effect of deglycosylation on virus infectivity was evaluated in
different mouse tumor cell lines infected with TK- (“WR” or “WR.TK-) or its
deglycosylated version (“TK- deglyc,” “WR deglyc” and “DS WR.TK-") at an MOI
of 1. HeLa (human cervix adenocarcinoma), Bsc-1 (green monkey normal kidney
cells), 143B (human osteosarcoma), CV-1 (green monkey kidney fibroblasts), Renca
(murine renal adenocarcinoma) and 4T1 (murine breast cancer) cell lines were
obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, VA). HEK293-
mTLR2 cells were purchased from InvivoGen (San Diego, CA). MC38 (murine colon
adenocarcinoma) and MEFs (murine embryonic fibroblasts) cell lines were,
respectively, a kind gift from Dr. David Bartlett and Dr. Robert Sobol (University of
Pittsburgh Cancer Center). All cell lines were maintained in recommended culture
media containing 5-10% fetal bovine serum and antibiotics at 37°C, 5% CO,. Viral
infectivity was determined by analyzing viral gene expression. Viral gene expression
was measured 3 hours after infection by bioluminescence imaging of luciferase
expression in vitro. For cultured cells, 10 ul of 30 mg/ml D-luciferin (GoldBio, St
Louis, MO) were added to 1 ml of culture media. As observed in FIGURE 2B,
deglycosylation of the virus envelope did not have an effect on the infectivity of the
virus.

The effect of deglycosylation on TLR2 activation was cvaluated in a
model system which measures NF-kB activation in HEK293 cells engineered to
express TLR2 (HEK293/mTLR2) and transfected with pNiFty, a TLR-signaling
reporter plasmid. pNiFty (TLR-signaling reporter plasmid-Luciferase) was obtained
from InvivoGen and transfected into HEK293/mTLR2 cells using FuGENE HD
transfection reagent (Promega, Madison, W1). HEK293/mTLR2 cells were infected at
an MOI of 1 with WR or WR deglycosylated virus and TLR2 activation was
quantified 24 hours after infection by bioluminescence imaging. As shown in
FIGURE 2C, deglycosylation of the virus resulted in less activation of TLR2 in vitro
compared to virus that was not deglycosylated. Furthermore, and as can be scen in
FIGURE 3A, deglycosylated virus was associated with substantially less TLR2

activation than WR virus.
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The deglycosylated virus also exhibited greater uptake by tumors. For
these experiments, the luciferase gene under the control of the synthetic vaccinia
promoter pE/L (Chakrabarti et al. (1997). Biotechniques 23: 1094-1097) was
incorporated into WR.TK- or DS WR.TK- vaccinia virus (“WR.TK-Luc+” and “DS
WR.TK-Luct+”, respectively), and introduced intravenously into BALB/c mice
(purchased from The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME)) bearing 4T1
subcutancous tumor. Viral gene expression in the tumor could then be measured by
bioluminescence imaging of luciferase expression in vivo. For animal models, a dose
of 4.5 mg of D-luciferin was injected intraperitoncally per mouse before imaging. An
IVIS 2000 model (PerkinElmer, Waltham, MA) was used for the imaging and images
were analyzed with Livinglmage software (PerkinElmer).

FIGURE 3B shows that 24 hours after infection, there was
significantly greater expression of DS WR.TK-Luc+ virus in the tumor relative to its
glycosylated counterpart. This difference in uptake was not observed in non-tumor
tissucs. FIGURE 3C shows that deglycosylated virus infection results in a smaller
tumor volume. In addition, BALB/c mice harboring subcutancous xenografts of
Renca cells (mouse renal adenocarcinoma) were randomized and injected with a
single intravenous dose of 1x10® PFU per mouse of TK- or TK- deglycosylated virus.
Kinetics of viral gene expression from within the tumor was monitored by
bioluminescence imaging of viral luciferase expression. As shown in FIGURE 2E,
deglycosylation of the viral envelope increased gene expression in tumors in vivo.

The effect of the deglycosylation of the virus on the presence of
pSTATI1-pSTAT3+ lymphocytes was analyzed in C57BL/6 mice injected
intravenously with 1x10” PFU of WR or WR deglycosylated virus. Spleens were
harvested from C57BL/6 mice 1 hour after injection of the indicated viruses and
splenocytes were isolated, fixated in 1.6% PFA and permeabilized with methanol.
Two-color intracellular immunostaining analyses were performed using a
LSRFortessa Flow Cytometer (BD Biosciences, San Jose, California). Splenocytes
were stained using PacificBlue anti-mouse pSTAT1 and AlexaFluor647 anti-mouse
pSTAT3 antibodics (BD Biosciences). The percentage of pSTAT1-pSTAT3+
lymphocytes was determined by flow cytometry, and PBS and PAM(3)CSK(4) were
used as controls. FIGURE 2D shows that STAT3 phosphorylation was depleted in

splenic lymphocytes of mice injected with deglycosylated vaccinia virus.
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To determine the immune response against the virus in vivo,
neutralizing antibody assays were performed. In brief, antibody-containing serum
was obtained from mice treated as indicated at day 14 after virus injection and serial
dilutions of the serum (starting at 1/20) were used to neutralize 1000 PFUs of TK-
vaccinia virus. 2x10* HeLa cells were plated per well in 96-well and infected with
serum-virus mix. At day 4 post-infection, plates were washed with PBS and
absorbance was quantified after staining cultures using a nonradioactive cell
proliferation assay kit (Promega, Madison, W1). ICs values (dilution of the serum
required to ncutralize Vaccinia virus capable of inducing 50% of cell inhibition) were
estimated from dose-response curves by standard nonlinear regression, using an
adapted Hill equation. As shown in FIGURE 3D, the amount of neutralizing antibody
against the virus is greater in wild-type C57BL/6 mice than in mice bearing a TLR2
knockout mutation. Accordingly, lower TLR2 activation associated with
deglycosylated virus may be associated with less anti-virus antibody production and

an improved anti-tumor response.

&. EXAMPLE 3. EFFECT OF TRIF EXPRESSION

A nucleic acid encoding murine TRIF was introduced into WR.TK-
virus and its effect on T cells was evaluated. TRIF was expressed from within the
thymidine kinase locus, expressed from the viral early/late vaccinia p7.5 promoter
(“TK-TRIF” OR “WR.TK-.TRIF’; FIGURE 4A). A WR.TK- virus having a nucleic
acid encoding murine DAI (DLM-1/ZBP1) expressed from the p7.5 and cloned into
the locus of the viral thymidine kinase gene was generated (“TK-DAI”; FIGURE 4A).

ELISA was performed to confirm expression of TRIF from the TK-
TRIF virus (FIGURE 4B). For ELISA, a mouse TRIF ELISA kit was used to
determine the concentration of TRIF 1n supernatant or cell extracts of cells infected at
an MOI of 1 (PFU/cell) with TK-TRIF. As shown in FIGURE 4B, the TK-TRIF virus
specifically expressed TRIF as compared to TK-. Western blot was used to confirm
expression of DAI from the TK-DAI virus (FIGURE 4C). For western blot analysis,
cell cultures were seeded in 6-well plates and infected at an MOI of 5 (PFU/cell) and,
24 hours after infection, whole-cell protein extracts were incubated in cell lysis buffer
(Cell Signaling Technology Inc, Danvers, MA) for 1 hour at 4°C. Clarified samples
(15 ng/lane) were separated by a 10% SDS-PAGE gel and transferred to a
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nitrocellulose membrane. Mouse DAI protein was detected by immunoblotting
membranes using a polyclonal anti-DAI primary antibody (Rabbit, Abcam,
Cambridge, MA) and a polyclonal anti-rabbit conjugated with HRP (Goat, Thermo
Scientific, Waltham, MA). A mouse monoclonal anti-f actin antibody (SantaCruz
Biotechnologies, Santa Cruz, CA) and a peroxidase-conjugated anti-mouse antibody
(Goat, Thermo Scientific) were used for immunoblotting of B-actin as a loading
control. As shown in FIGURE 4C, TK-DAI virus specifically expressed DAI
compared to TK-.

As shown in FIGURE 5A, expression of TRIF resulted in an increase
in Type I interferon production by lymphocytes ir vitro. Expression of TRIF also
increased CTL production in vivo, as shown by ELISpot assay (FIGURE 5B). For
ELISpot assays, splenocytes were prepared from mice. Splenocytes were mixed with
tumor cells or splenocytes previously infected with UV-inactivated vaccinia virus at a
ratio of 5:1. Naive splenocytes from cach mouse were used as a control. 96-well
membrane filter plates (EMD Millipore, Billerica, MA) coated with 15 pg/ml of
monoclonal anti-mouse IFN-y antibody AN18 (Mabtech, Inc., Cincinnati, OH) were
used for the assays. Cells were maintained for 48 hours at 37°C and spots were
detected using 1 pg/ml of biotinylated anti-mouse IFN-y antibody R4-6A2-biotin
(Mabtech). Plates were developed using an ABC kit and an AEC substrate kit for
peroxidase (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). Specific spots were counted
and analyzed using an ImmunoSpot Analyzer and software (CTL, Shaker Heights,
OH).

Analysis of the release of cytokines and chemokines in vitro and in
vivo following 24 hours after infection of TK-, TK-TRIF or TK-DAI (MOI of 1) was
performed by a Luminex assay. For cell culture supernatants, a Miliplex Mouse
Cytokine Panel (5-plex) Kit from Milipore (Billerica, MA) and a Mouse 2-plex assay
Kit from Panomics (Redwood City, CA) were used. For tumor lysates, a Cytokine
Mouse 20-plex Panel Kit from Invitrogen (Carlsbad, CA) was used for determining
concentrations in tumors harvested at day 4 after Vaccinia virus administration.
Tumors were homogenized using Lysing Matrix D tubes and a FastPrep-24
mstrument. As shown in FIGURES 6A and C, the concentrations of pIKKp, IL-6, IP-
10, TNF-a and IFN-f increased significantly upon infection with TK-TRIF as
compared to TK- in different tumor cell lines as compared to TK-. In addition,

BALB/c mice with established Renca subcutaneous xenografts injected with a single
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intravenous dose of 1x10° PFU per mouse of TK- or TK-TRIF were analyzed to
determine the in vivo intratumoral concentration of cytokines and chemokines. 4 days
after injection, tumors were harvested and concentration of a various cytokines and
chemokines was determined 1n tumor lysates by luminex or ELISA assays. FIGURE
6D shows that the intratumoral concentrations of INF-y, IL-12, IP-10, TNF-a, IL-1J3,
GM-CSF and KC significantly increased in responsc to TK-TRIF as compared to TK-.

Activation of NF-kB and IRF3 pathways were analyzed after infection
with TK-TRIF and TK-DAI. ELISA assays were utilized to determine concentrations
of pIKKp and IRF3 in cytoplasmic and nuclear extracts, respectively, of 4T1 or MEF
cells infected with TK-, TK-TRIF or TK-DAI at an MOI of 1. As shown in FIGURE
6A and B, TK-TRIF increased the activation of the NF-xB and IRF3 signaling
pathways as observed by an increase in the concentration of pIKKf and IRF3
expression following 24 hours after infection. FIGURE 7A shows that the
phosphorylation of NF-kB increased following infection of TK-TRIF and TK-DALI
HMGBI and Hsp-70, which function as regulators of NF-kB, also exhibited altered
expression following infection by TK-TRIF (FIGURE 7B and 7C). The presence of
CD4+ helper T cells and CD8+ cytotoxic T-cells were analyzed following infection
with TK-, TK-TRIF. As shown in FIGURE 7D and E, the number of cytotoxic T-
cells and helper T-cells were higher in mice infected with TK-TRIF.

Analysis of the replication and antitumor activity of TK-TRIF was
performed in different mouse tumor cells. Various tumor cell lines were infected with
an MOI of 1 and virus production was measured by ELISpot plaque-assay, as
described above, at different time points. As shown in FIGURE 8A, viral production
of both TK-TIRF and TK-DAI was significantly less in the resistant Renca cells as
compared to TK-, but viral production of TK-TIRF and TK-DAI in MC38 and 4T1
cells were at similar levels to TK- (see also FIGURE 9A).

Further analysis of viral expression in tumors and tumor volumes were
performed in BALB/c or C57BL/6 mice implanted with Renca or MC38 xenografts,
respectively, and BALB/c mice implanted with 4T1 xenografts. BALB/c or C57BL/6
mice were injected with PBS or 1x10° PFU of TK-, TK-TRIF or TK-DAI through the
tail vein. For the 4T1 semi-orthotopic model, 2x10° 4T1 cells were implanted into the
fat pad of the mammary gland of BALB/C female mice. FIGURE 8C shows that viral
gene expression of TK-TRIF and TK-DAI was at a lower level in tumors of Renca or

MC38 xenografts implanted in BALB/c or C57BL/6 mice, respectively, compared to
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viral gene expression of TK-. FIGURE 9C shows that viral production and viral
expression of TK-DAI and TK-TRIF was reduced in tumors as compared to viral
expression of TK- or TK- virus expressing GM-CSF (“TK-GMCSF”). BALB/¢ mice
with Renca tumors implanted subcutancously were treated with an TV dose of 1x10°
PFU once tumors reached 50-100 mm®. Viruses used were WR.TK- and WR.TK-
TRIF+ (or PBS control). The subsequent tumor response was followed by caliper
measurement, and a reduction in tumor growth was observed in mice infected with
TK-TRIF (FIGURE 5C and FIGURE 8D). A similar response was observed in mice
implanted with MC38 tumors (FIGURE 8D) and 4T1 tumors compared to tumors
infected with TK-GMCSF (FIGURE 9D).

Cytotoxicity of the modified virus as compared to TK- was determined
by performing cytotoxicity assays. Cytotoxity assays were performed by seeding
2x10" cells per well in 96-well plates in DMEM with 5% FBS. Cells were infected
with serial dilutions starting at a MOI of 75 and, at day 4 post-infection, plates were
washed with PBS and absorbance was quantified after staining cultures using a non-
radioactive cell proliferation assay kit (Promega, Madison, WI). ICs, values (PFU per
cell required to produce 50% inhibition) were estimated from dose-response curves by
standard nonlincar regression, using an adapted Hill equation. FIGURE &B shows
comparative cytotoxicity of TK-TRIF and TK-DALI in cells infected with the indicated
viruses at doses ranging from 75 to 0.00025 PFU/cell. The modification of the TK-
virus to express TRIF or DAI did not result in a change in cytotoxicity compared to
TK-. Determination of the number of apoptotic cells by AnnexinV staining, as
shown in FIGURE 9B, indicates that infection of Renca and 4T1 cells resulted in an
increase in apoptotic cells. Apoptosis/necrosis evaluation of cell lines, cells were
infected with an MOI of 1 with indicated viruses and stained using an Annexin V-
FITC Apoptosis Detection Kit (Abcam, Cambridge, MA) 48 hours after infection.
Analyses were performed using an Accuri C6 Flow Cytometer (BD Biosciences).

Experiments were performed to determine if TK-TRIF affects the
survival of mice with Renca or MC38 xenografts compared to mice treated with TK-
or PBS. Renca or MC38 xenografts were established in BALB/C or C57BL/6 mice,
respectively, and treated with a single intravenous dose of 1x10° PEU of indicated
viruses or PBS. As shown in FIGURE 9E and F, TK-TRIF significantly improved

survival compared to treatment with TK-.
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9. EXAMPLE 4. EFFECT OF COMBINED TRIF EXPRESSION AND
DEGLYCOSYLATION.

TK- virus modified to express TRIF, as discussed above in 6.3, was
deglycosylated (“TK-TRIF deglyc”) to analyze the effect such a combination would
have on the antitumor cellular responses and antitumor efficacy of the virus.

To determine the toxicity of the virus expressing TK-TRIF, the body
weight of BALB/C mice injected intravenously with PBS as a control or 1x10° PFU
per mouse of TK-, TK-TRIF, or TK-TRIF deglycosylated were analyzed. FIGURE
10A shows that TK-injected mice presented more than 10% reduction in body-weight
at day 6 after virus injection, whereas TK-TRIF and TK-TRIF deglyc-injected mice
presented a similar weight profile than those injected with PBS, indicating that TK-
TRIF and TK-TRIF deglyc are less toxic than TK-.

Viral gene expression of TK-TRIF-deglyc in in vivo, as compared to
TK- and TK-TRIF, was analyzed. Renca tumors were implanted in BALB/c mice,
and mice were injected with PBS or 1x10° pfu of TK-, TK-TRIF, or TK-TRIF deglyc
through the tail vein. Viral gene expression was determined by detecting viral
luciferase expression from within the tumors and measured at indicated time points.
FIGURE 10B shows that 24 hours after infection, there was less expression of TK-
TRIF and TK-TRIF deglyc in the tumors compared to TK-.

Experiments were performed to determine if TK-TRIF or TK-TRIF
deglyc affected the survival of mice with Renca or MC38 xenografts compared to
mice treated with TK- or PBS. Renca or MC38 xenografts were established in
BALB/C or C57BL/6 mice, respectively, and treated with a single intravenous dose of
1x10° PFU of indicated viruses or PBS. As shown in FIGURE 10C and D, TK-TRIF
and TK-TRIF deglyc significantly improved the survival of the mice compared to
treatment with TK-. Also, TK-TRIF deglyc improved survival of mice with Renca
tumors compared with TK-GMCSF treatment (FIGURE 10E).

The cellular immune responses to Vaccinia virus and tumor cells were
cvaluated by IFN-y ELISpot assay, as described above in section 6.3. At day 7 post-
virus administration, spleens were harvested from mice injected intravenously with
1x10° PFU of indicated viruses or PBS (BALB/c mice bearing Renca xenografts) and
cvaluated for the amount of CTLs recognizing Vaccinia virus or Renca cells.
FIGURE 11A shows that deglycosylation and expression of TRIF resulted in a

significant increase in CTL production recognizing the Vaccinia virus in vivo, as
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compared to the modifications alone, e.g., TK-TRIF or TK-deglyc. In particular, the
deglycosylated virus expressing TRIF resulted in an increase in CTL production that
was greater than the increases in CTL production observed by the individual
modifications. Additionally, FIGURE 11B shows that deglycosylation and
expression of TRIF resulted in an increase in the amount of CTLs production
recognizing RENCA cells in vivo, as compared to the modifications alone, e.g., TK-
TRIF or TK-deglyc.

A neutralizing assay was performed to determine circulating anti-
Vaccinia antibody levels for mice injected with 1x10® PFU of TK-, TK-TRIF, or TK-
TRIF deglycosylated. Nabs titers were determined by the highest dilution of serum
that resulted in at least 50% inhibition of infection. FIGURE 11C shows that the
amount of neutralizing antibody is greater in wild-type C57BL/6 mice infected with
TK- compared to mice infected with TK-TRIF, TK-deglyc or TK-TRIF-deglyc. Mice
infected with TK-TRIF-deglyc showed the greatest reduction in the amount of
neutralizing antibody in the serum.

The effect of deglycosylated virus expressing TRIF on tumor growth
was analyzed in BALB/¢ mice bearing Renca or C57BL/6 mice bearing MC38 tumor
xcnografts. For Renca or MC38 tumor xenografts, tumor cell lines were implanted
subcutancously at 5x10° cells per mouse into BALB/c or C57BL/6 mice, respectively.
When tumor reached ~50-100 mm’, mice were treated with a single intravenous dose
of indicated viruses (1x10° PFU/mouse) into the tail vein. Tumor growth was
monitored by caliper measurement and was defined by the equation V(mm®)= 1/6 X
W* X L, where W and L are the width and the length of the tumor, respectively. Data
was expressed as relative tumor size to the beginning of the therapy, which was set as
100%. Surprisingly, TK-TRIF deglycosylated virus resulted in a greater reduction in
the tumor size of RENCA and MC38 xenograft-bearing mice as compared to the
additive effect of the individual modifications combined or the TK- virus (FIGURES
11D and E). Further, TK-TRIF deglycosylated exhibited improved anti-tumor
activity compared to TK-GMCSF, as obscrved by a significant reduction in tumor
size in BALB/c mice harboring Renca xenografts (FIGURE 11F) or 4T1
subcutancous tumors in BALB/c mice (FIGURE 9D). Accordingly, deglycosylated
TK- vaccinia virus expressing TRIF exhibits a significantly improved anti-tumor

response and results in a reduction in anti-virus antibody production.
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10. EXAMPLE 5. EFFECT OF COMBINED TRIF EXPRESSION, DE-
SIALYLATION AND CI2L DELETION IN UPCI-1812

The above modifications, namely C12L deletion, de-sialylation, and
introduction of TRIF were incorporated together to create new VV strain UPCI-1812,
and the effect of this triply modified virus was evaluated for its therapeutic and
immunologic effects. As shown in FIGURE 12A, UPCI-1812 infection resulted in
significantly better survival than WR.TK- encoding GM-CSF. Relative to the de-
sialylated virus with the C12L deletion (“vvDD”’), UPCI-1812 produced significantly
higher levels of interferon gamma (IFN-y) (FIGURE 12B) and interleukin-12 (IL-12)
(FIGURE 12C).

11. EXAMPLE 6. EFFECT OF PGE2 TARGETING

Oncolytic viral therapies have finally begun to demonstrate clinical
cfficacy in randomized studies highlighting the real potential of the platform.
However, among the current generation of clinical vectors, those found to be most
successful have expressed an immune activating cytokine (GM-CSF), reinforcing a
plethora of pre-clinical data indicating that the immune response is a key mediator of
viral effectiveness. However, despite this observation, it is still unclear how or why
some patients respond well and others appear resistant to oncolytic virotherapy.

Initial experiments were performed to correlate the in vitro sensitivity
of a tumor cell line to viral infection and replication with ir vivo responses of the
same cell line when used to form syngeneic tumors in immunocompetent mice. 14
different tumor mouse cell lines of different tumor types and mouse strains were
analyzed in vitro by infecting the cell lines with TK- (FIGURE 26A). Viral
production and viral gene expression was observed in the 14 different tumor mouse
cell lines. Viral production was analyzed by seeding 2x10° cells in 24-well plates,
followed by infection at an MOI of 1 (PFU/cell) with indicated Vaccinia viruses.
Four hours after infection, cultures were washed twice with PBS and incubated in
fresh virus-free medium. At indicated time points after infection, cultures were
harvested and frozen-thawed three times to obtain the cell extract (CE). Viral titers
were determined by plaque assay on BSC-1 cells.

Seven of the 14 lines were further tested in vivo using direct

intratumoral injection of TK- (FIGURE 13A and B and FIGURE 26A and B). Direct
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intratumoral injection was used to reduce variability that may occur due to differences
in viral delivery. As shown in FIGURE 13A and B, no direct correlation was
obscrved between either viral replication or viral-mediated cell killing and in vivo
anti-tumor cffect, indicating factors other than direct oncolytic activity mediate anti-
tumor cffects.

Oncolytic vaccinia expressing luciferase was used during these
experiments to allow analysis of viral gene expression over time in individual mice
(as a surrogate for viral replication and persistence), and allow comparisons to
subsequent response. Two distinct patterns appeared to emerge from the data. For
the more resistant tumor models, defined as viral therapy increasing overall survival
by less than 2 weeks, as seen with Renca, B16, PANO02 and 4T1, a direct correlation
could be drawn within cach individual tumor model, such that the level of viral gene
expression at 24h corresponded to the subsequent response (FIGURE 13B). Therefore
even though in vitro replication does not correlate with in vivo activity when
comparing tumor models (presumably due to the influence of factors such as ECM
and non-tumor cells in the tumor), within any one individual tumor model there 1s a
corrclation between carly viral gene expression and subsequent response. Without
being bound to a particular theory, it appears that viral replication and direct oncolytic
activity 1s the key mediator of the limited response in the more resistant tumor
models. However, a different pattern was observed in tumors that responded well to
viral therapy, which includes tumor models AB12, LLC, MC38. In these models, the
best responders within each model demonstrated a rapid and robust clearance of the
virus after initial infection and early replication (FIGURE 13B and FIGURE 27). This
robust clearance suggests the induction of a strong immune response to enhance the
viral direct oncolytic effects in the better responding tumor models.

In order to examine this observation in more detail, two tumor models
in the same genetic background were initially chosen that displayed comparable
responses after viral treatment in vivo, but one of which (LLC) displayed indications
of a robust immune induction (carly viral clearance) and limited viral-mediated cell
killing in vitro (FIGURE 13B and FIGURE 26A and B). The other (B16) was more
sensitive to viral killing iz vitro, and any response in vivo appeared to correlate with
carly viral gene expression (FIGURE 13B and FIGURE 26A and B). A
comprehensive examination of activation of systemic immune markers after viral

infection were compared between mice with no tumors, mice with B16 tumors and
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mice with LLC tumors. These included early innate signaling activation markers such
as pS6, pPSTATI, pSTAT3, pSTATS in different cell populations (FIGURE 13C and
FIGURE 14A), T-cell proliferation markers such as pS6 and Ki67 (FIGURE 14A)
and activation markers such as CD44 and CD62L (FIGURES 14A), and neutralizing
antibody responses (FIGURES 14D). Minor differences were seen in the systemic
immune response to viral therapy between tumor bearing and non-tumor bearing
animals, with the one exception being the phosphorylation of S6 in some myeloid
cells early after infection (FIGURE 13C). pS6 levels were observed to be reduced in
tumor bearing animals, but the reduction in immune activation was most pronounced
in the B16 tumor-bearing mice (FIGURE 13C and FIGURE 14A). This was verified
in other tumor models, again confirming that pS6 levels were reduced in the more
resistant tumor models (including 4T1 and RENCA), indicating a defect in the
dendritic cell (DC) response which may mediate resistance in these mice (FIGURE
13C).

As there were little differences observed in the systemic immune
response, the effects of more localized immune suppression within the tumor were
cxamined. Different immune cells arc associated with a suppressive phenotype,
including myeloid-derived suppressor cells (MDSC) and regulatory T-cells (T-regs)
(and M2 macs). The level of these different cell types in both the spleen and the
tumor of all the tumor models as compared to untreated animals were analyzed. For
evaluation of immune populations in tumors, tumors were harvested from mice
treated as indicated, and mechanically disaggregated and digested with triple enzyme
mixture (Collagenase type IV, DNase type IV, and Hyaluronidase type V (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO)). Four-color cell surface immunostaining analyses were
performed using a Gallios Flow Cytometer (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA).
Tumor-disaggregated cells were stained using PE-Cy7 anti-mouse CD3 (BD
Biosciences, San Jose, CA), FITC anti-mouse CD4, PerCP-Cy5.5 anti-mouse CDS,
and PE anti-mousec CD25 (eBioscience, San Diego, CA).

The level of MDSCs found in the tumor for different tumor models
correlated closcly with the resistance or sensitivity of that model to viral therapy
(FIGURE 15A and B and FIGURE 16). For example, Renca, which exhibits
resistance to viral therapy, resulted in tumors with high MDSC levels. FIGURE 17A
shows the number of MDSC 1in untreated tumors as a function of increased survival

after intravenous treatment with 1e8 PFU of WR.TK- for a number of various tumor
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model systems. Vaccinia strains display a very poor ability to increase survival in
mouse tumor models that display high levels of MDSC at baseline. Cells of each of
the tumor model cell lines listed (FIGURE 17A) were implanted in syngeneic
immunocompetent mice. Mice were then cither sacrificed in order to determine the
average baseline level of MDSC 1n the resulting tumors for each model or the mice
were treated with WR.TK- (or PBS control)(1¢8 PFU given intratumorally) and the
increase in life expectancy (for 50% survival) determined after treatment (in days).
The graph plots “relative MDSC numbers in tumors at baseline” vs “median increase
in survival after WR.TK- treatment (relative to untreated control)”. More MDSC at
baseline correlated with reduced effectiveness of therapy.

Further changes that occurred in the tumor after viral therapy were
examined and it was observed that for multiple tumor models, such as 4T1, RENCA
and MC38, the addition of vaccinia therapy resulted in a loss of T-reg, but that MDSC
levels were unaffected and continued to increase over time, as they did in the control
groups (FIGURE 15A and B and FIGURE 16A and B). Viral therapy reduced levels
of T-reg in treated tumors but had no impact on MDSC levels. In the Renca tumor
model (implanted subcutancously in BALB/c mice), relative numbers of T-regs or
MDSC 1n the tumor/ mg of tumor were determined at different times before or after
WR.TK- treatment (1e8 PFU given intratumorally) (FIGURES 17B and C). It
therefore appears that oncolytic vaccinia’s inability to target MDSC reduced its
therapeutic activity in some tumors where the levels of MDSC are high. In the tumors
with low background levels of MDSC (MC38), the viral therapy was also found to
enhance the level of CD&8+ T-cells into the tumor, whereas the more resistant tumor
models (4T1) did not display any increase (FIGURE 15B).

Analysis of the immunogenic vaccinia strain GM-CSF, which
expresses the cytokine colony-stimulating factor (CSF) was performed. GM-CSF has
been previously shown to result in more dramatic clinical responses and has also been
associated with MDSC proliferation. FIGURES 18 and 19 show that although the
more immunogenic vaccinia strains (WR. TK-GMCSF and WR.B18R-IFN+) did
further enhance some aspects of the immune response in the sensitive tumor models,
such as further reducing T-reg and increasing CD8+ T-cell levels, no such advantage
was scen in the otherwise resistant tumor models. Without being bound to a
particular theory, it appears that the main difference between sensitive and resistant

tumors relates to the inability of the virus to induce a robust immunotherapeutic effect
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in tumors with high levels of MDSC-mediated immune suppression within the tumor
microenvironment.

Recent reports have identified COX2-mediated production of the
prostaglandin PGE2 as a key determinant of MDSC infiltration and maintenance of
MDSC phenotype. Two approaches were used to target this pathway. One approach
was through the application of a COX2 inhibitor. The second approach was the
expression of the prostaglandin-degrading enzyme HPGD directly from the viral
vectors. A nucleic acid encoding hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15 (HPGD), a
mousc enzyme that degrades PGE2, was introduced into WR.TK- by insertion into the
thymidine kinase locus by homologous recombination, and under control of the viral
p7.5 promoter (“TK-HPGD” or “WR.TK-.HPGD”). As shown in FIGURE 20,
HPGD was specifically expressed from TK-HPGD and significantly reduced PGE2
levels in Renca cells infected with TK-HPGD. As shown in FIGURE 25, it appears
that infection with WR.TK- may alter COX2 expression in the tumors locally at the
site of infection, without producing significant levels of COX2 expression overall in
the tumor, or the virus may selectively replicate in regions with low COX2 levels.
Initial iz vitro and in vivo experiments determined that even at toxic levels, the COX2
inhibitors were unable to reduce PGE2 levels to anywhere near the level achieved
with HPGD expression (FIGURE 20).

Oncolytic vaccinia expressing HPGD was then tested in several mouse
tumor models. It was seen that the number of MDSC cells in the tumor were rapidly
and significantly reduced in the spleen and tumors after treatment with WR-TK-
HPGD only (FIGURE 21 and FIGURE 23A-D). Inclusion of HPGD also was found
to reduce MDSC in tumor and spleen relative to unmodified WR.TK- virus. This was
specific to tumors, with no systemic toxicity seen (FIGURE 21A). Interestingly, TK-
HPGD also induced a more rapid and robust reduction in T-reg numbers in the tumor.
As shown in FIGURE 21B and C, and FIGURE 22, infection with WR-TK-HPGD
correlated with an enhanced therapeutic effect in several mouse tumor models in vivo
and resulted in lower tumor volumes. Of note, the tumor model that was previously
most resistant to viral therapy, RENCA, which displayed an “oncolytic only”
phenotype and high baseline levels of MDSC, surprisingly displayed the greatest
increase in therapeutic benefit after HPGD expression (FIGURE 21B).

The patterns of viral gene expression were also compared for WR.TK-

and WR.TK-HPGD in the RENCA tumor. It was seen that whereas for WR.TK- an
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“oncolytic only” phenotype was seen (higher gene expression at day 1 correlated with
greatest therapeutic benefit), WR. TK-HPGD+ displayed the “oncolytic and
immunotherapeutic” phenotype, with the best responders displaying a robust and
rapid clearance of the virus by day 5 (FIGURE 21D). Without being bound to a
particular theory, it appears that HPGD expression 1s capable of returning the
immunotherapeutic activity of the vector in these more resistant models, and so can
sensitize otherwise resistant tumors to oncolytic viral therapy. This was despite no
overall loss in oncolytic potential of the HPGD expression.

Analysis of the mechanisms mediating the therapeutic advantages secen
with WR.TK-HPGD+ were performed. At 3 days after treatment, by which time the
levels of MDSC and T-regs had already been dramatically reduced within the tumor
environment, it was noted that only modest changes occurred in the levels of
cytokines and chemokines in the tumor (FIGURE 24A). However, the level of
chemokines in the serum changed markedly (FIGURE 24B). In particular,
chemokinges associated with attraction of activated T-cells, including CCL5 were
upregulated, while CXCL12 (sdf-1, associated with an immunosuppressive phenotype
and poor prognosis) had been dramatically reduced (FIGURE 24A and B). This
change in the systemic chemokine cffect may be responsible for mediating the
changes in the immune cell repertoire in the tumor. This was further examined using
a bilateral tumor assay, where one tumor was injected with WR.TK- and the tumor on
the opposite flank was injected with WR. TK-HPGD. It was scen that activated T-
cells trafficked significantly more to the HPGD expressing tumor (FIGURE 24D).
Furthermore, at later time points it was seen that WR. TK-HPGD expression resulted
in dramatically increased levels of tumor-targeting CTL in the spleen. These data
indicates that the expression of HPGD is acting to not only limit the suppressive
cnvironment within the tumor, but is also enhancing attraction of T-cells leading to a
more robust anti-tumor adaptive immune response. Furthermore, incorporation of
HPGD into UPCI-1812 resulted in a virus which inhibited tumor growth significantly
more than UPCI-1812 (“combined”; FIGURE 28). As shown in FIGURE 28, the
combined virus resulted in a greater reduction in the tumor growth than the additive
effect of the UPCI-1812 virus and VV-HPGD virus. Viral-mediated targeting of
PGE?2 was capablc of overcoming localized immune suppression leading to profound
changes in the tumor microenvironment and resulting in sensitization of previously

resistant tumors to viral therapy.

44



WO 2015/027163 PCT/US2014/052308

10

15

20

25

30

13. EXAMPLE 7. MODIFICATION THAT INCREASES ACTIVITY
AND SPREAD

FIGURE 29 shows the level of anti-vaccinia neutralizing antibody
present in the serum of mice vaccinated with (1e4 PFU) of cither WR or WR with an
EEV-¢nhancing point mutation in the A34R viral gene (Lys151 to Glu). The A34R

mutant strain produces less anti-vaccinia neutralizing antibody compared to WR-.
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WHAT IS CLAIMED IS:
1. An oncolytic vaccinia virus comprising two or more of the following
modifications:
(1) a viral backbone mutation;
(1)  a modification of viral glycosylation;
(ii1)  a modification that promotes T cell response;
(iv)  amodification that inhibits immunosuppression; and/or
(V) a modification that enhances virus spread and activity.
2. An oncolytic vaccinia virus comprising a modification of viral
glycosylation and one or more of the following modifications:
(i) a viral backbone mutation;
(i1)  a modification that promotes T cell response;
(ii1)  a modification that inhibits immunosuppression; and/or
(iv)  a modification that enhances virus spread and activity.

3. An oncolytic vaccinia virus which is treated with an agent that reduces
the amount of glycosylation prior to administration to a host or that otherwise has
reduced glycosylation relative to unmodified virus.

4. An oncolytic vaccinia virus which is treated with an agent that reduces
the amount of glycosylation prior to administration to a host or that otherwise has
reduced glycosylation relative to unmodified virus and comprises one or more of the
following modifications:

(1) a viral backbone mutation;

(i1)  a modification that promotes T cell response;

(ii1)  a modification that inhibits immunosuppression; and/or
(iv)  a modification that enhances virus spread and activity.

5. The oncolytic vaccinia virus of claim 1, 2 or 4, wherein the viral
backbone mutation is a deletion or functional deletion of interleukin 18-binding
protein.

6. The oncolytic vaccinia virus of claim 1, 2 or 4, wherein the viral
backbone mutation 1s a B&R deletion, a B18R deletion, an A35R deletion, or a
combination thereof.

7. The oncolytic vaccinia virus of claim 1, 2, 4, 5 or 6, wherein the

modification that promotes T cell response 1s the incorporation of a nucleic acid
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encoding a Toll/IL-1R domain-containing adapter inducing interferon beta (TRIF)
protein or a functional domain thereof.

8. The oncolytic vaccinia virus of claim 1, 2, 4, 5 or 6, wherein the
modification that promotes T cell response 1s the incorporation of a nucleic acid
encoding granulocyte macrophage colony stimulating factor.

9. The oncolytic vaccinia virus of claim 1, 2, 4, 5, 6, 7 or 8, wherein the
modification that inhibits immunosuppression is the incorporation of a nucleic acid
encoding a prostaglandin E2 antagonist.

10.  The oncolytic vaccinia virus of claim 9, wherein the prostaglandin E2
antagonist is 15-PGDH.

11. The oncolytic vaccinia virus of claim 1, 2,4, 5,6, 7, 8,9 or 10,
wherein the modification that enhances viral spread and activity is a modification that
increases the amount of the extracellular enveloped form of the virus produced.

12.  The oncolytic vaccinia virus of claim 11, wherein the modification is
one or more of the following mutations: A34R Lys151 to Glu; complete or partial
deletion of BSR; mutation/deletion of A36R and/or mutation/deletion of AS6R.

13.  An oncolytic vaccinia virus which is treated with an agent that reduces
the amount of glycosylation prior to administration to a host or that otherwise has
reduced glycosylation relative to unmodified virus, comprising, a nucleic acid
encoding TRIF or a functional domain thereof and/or a nucleic acid encoding a PGE2
antagonist.

14.  An oncolytic vaccinia virus comprising:

(i) a TK deletion;

(1)  an envelope with reduced glycosylation relative to an
unmodified virus; and/or

(111))  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thercof.

15.  An oncolytic vaccinia virus comprising:

(1) a TK deletion;

(i1))  an envelope with reduced glycosylation relative to an
unmodified virus; and/or

(ii1)  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain
thercof.

16.  An oncolytic vaccinia virus comprising:

(1) a TK deletion;
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(i1)  an envelope with reduced glycosylation relative to an
unmodified virus;
(111))  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thercof;
and/or
(iv)  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain
thercof.
17.  An oncolytic vaccinia virus comprising:
(1) a TK deletion;
(i1)  an envelope with reduced glycosylation relative to an
unmodified virus;
(111)  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thereof;
(iv)  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain
thereof; and/or
(V) a C12L deletion.
18.  An oncolytic vaccinia virus comprising:
(1) a TK deletion;
(1)  an envelope with reduced glycosylation relative to an
unmodified virus;
(ii1)  anucleic acid encoding TRIF, or a functional domain thercof;

(iv)  anucleic acid encoding 15-PGDH, or a functional domain

thereof;
(V) a C12L deletion; and/or
(vi)  a B5R deletion.
19. A mecthod of reducing the growth of a cancer cell comprising

administering, to the cancer cell, an effective amount of an oncolytic vaccinia virus of
any of the preceding claims 1-18.

20. A mcthod of reducing the growth of a tumor comprising administering,
to the tumor, an cffective amount of an oncolytic vaccinia virus of any of the
preceding claims 1-18.

21. A mcthod of treating a subject having a cancer comprising
administering, to the subject, an effective amount of an oncolytic vaccinia virus of

any of the preceding claims 1-18.
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22. A method of producing an anti-cancer effect in a subject comprising
administering, to the subject, an effective amount of an oncolytic vaccinia virus of
any of the preceding claims 1-18,.
23.  The method of claim 19, 20, 21 or 22, further comprising
5 administering one or more agents selected from the group consisting of an anti-cancer
agent, an immunomodulatory agent, and a4 combination thercof,
24, An oncolytic vaccinia virus of any of the preceding claims 1-18, for

use in the treatment of cancer in a subject.
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FIGURE 14A-B
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FIGURE 28
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/US2014/052308

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
C12N 15/39 (2006.01) A61K 39/285 (2006.01)

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and 1PC

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are meluded in the fields searched

Electronic data base consulted during the international search {name of data base and, where practicable, search terms used)

DATABASES: EPODOC, WPI, MEDLINE, BIOSIS, HCAPLUS, EMBASE with KEYWORDS: IMMUNE, ONCOLYTIC,
CANCER, TUMOR, VACCINIA, DEGLYCOSYLATE, SIALIDASE, 15-PGDH, CXCL, TRIF & like terms. DATABASES:
AusPat, The Lens, Google Scholar with KEYWORDS: Applicant / Inventor names.

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to
claim No.
Documents are listed in the continuation of Box C
X | Further documents are listed in the continuation of Box C X | See patent family annex

"A“

HEH

HLH

uoll

||Pn

Special categories of cited documents:
document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

earlier application or patent but published an or after the
international filing date

document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

document referring o an oral disclosure, use, exhibition
or other means

document published prior to the international filing date
but later than the priority date claimed

”TH

HXH

HYH

||&"

later docurnent published after the international filing date or priority date and not in
conflict with the application but cited to understand the principle or theory
underlying the invention

document of particular relevance; the claimed invention cannot be considerad novel
or cannot be considered to involve an inventive step when the document is taken
alone

document of particular relevance; the claimed invention cannot be considered o
involve an mventive step when the document is combined with one or more other
such documents, such combination being obvious to a person skilled in the art

document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search
7 November 2014

Date of mailing of the international search report
07 November 2014

Name and mailing address of the ISA/AU

AUSTRALIAN PATENT OFFICE
PO BOX 200, WODEN ACT 2606, AUSTRALIA

Email address: pcti@ipaustralia.gov.au

Authorised officer

Catriona Bruce

AUSTRALIAN PATENT OFFICE
(ISO 9001 Quality Certified Service)
Telephone No. +61 2 6283 7940

Form PCT/ISA/210 (fifth sheet) (July 2009)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT PCT/US2014/052308

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

AU 2012/244210 Al (JENNEREX, INC.) 15 November 2012

X Examples 1, 4; ¢claim 6; page 13, lines 28-29; page 16, line 1; page 19, line 14; page 22, 1,5-6, 8-12, 14-24
lines 6-14; page 23. lines 5-6; page 64, line 24 to page 65, line 9
L Lack of Unity
EP 2269618 Al (JENNEREX BIOTHERAPEUTICSULC) 05 January 2011
X Abstract; paras [0006, 0026, 0089, 0093, 0099, 0242-0243]; claim 32 1, 5-6, 8-12, 14-24
L Lack of Unity
WO 2012/142529 A2 (GENELUX CORPORATION) 18§ October 2012
A
WO 2004/014314 A2 (KIRN, D.) 19 February 2004
A
KIM, I. H,, et al., *Systemic armed oncolytic and immunologic therapy for cancer with
JX-594, a targeted poxvirus expressing GM-CSIE’, Molecular Therapy, 2006, vol. 14,
pages 361-370
A
WANG, L.-C. S, et al., *Treating tumors with a vaccinia virus expressing IFNf}
illustrates the complex relationships between oncolytic ability and immunogenicity’,
Molecular Therapy, 2012, vol. 20, pages 736-748
A
LI T, et al, *Chemokine expression from oncolytic vaccinia virus enhances vaccine
therapies of cancer’, Molecular Therapy, 2011, vol. 19, pages 650-657
A
LAPORTE, A. N., ‘Enhancing the oncolytic efficacy of vaccinia virus by mutagenic
augmentation of EEV production’, MSc Thesis, 2012, University of Ottawa, Ontario,
Canada
A
THORNE, S. H., ‘Immunotherapeutic potential of oncolytic vaccinia virus’,
Immunologic Research, 2011, vol. 50, pages 286-293
A
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
PCT/US2014/052308

Box No. II

Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following

réasons:

1.

Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

the subject matter listed in Rule 39 on which, under Article 17{2)(a)(i), an international search is not required to be
carried out, including

Claimg Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

Claims Nos:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4{a)

Box No. III' Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

See Supplemental Box for Details

1 As all required additional scarch fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchable claims.

9 ¥ | As all searchable claims could be searched without effort justitying additional fees, this Authority did not invite
payment of additional fees.

3 As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this mternational search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4 No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable,

the payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable
protest fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (third sheet) (July 2009)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.
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Supplemental Box

Continuation of’ Box I11

Note that Rule 13.2 states that where a group of inventions is claimed in one and the same international application, the requirement
of unity of invention referred to in Rule 13.1 shall be fulfilled only where there is a technical relationship among those inventions
involving on¢ or more of the same corresponding special technical features. The expression “special technical features™ shall mean
those technical features that define a contribution which each of the claimed inventions, considered as a whole, makes over the prior
art.

This International Application dogs not comply with the requirements of unity of invention because it does not relate to one
invention or to a group of mventions so linked as to form a single general inventive concept.

This Authority has found that there are different inventions based on the following features that separate the claims into two distinct
groups.

Invention 1. Claims 1-24 (all partially). The feature of oncolytic vaccinia virus with modified glycosylation, and uses thereof, 1s
specific to this group of claims.

Invention 2. Claims 1-24 {all partially). The feature of oncolytic vaccinia virus with any of the following alterations: TK deletion,
hackhone mutation; modification that promotes T cell response; modification that inhibits immunosuppression; modification that
enhances virus spread and activity, and uses thereof, wherein each alteration represents a separate invention, 1s specific to this group
of claims,

PCT Rule 13.2, first sentence, states that unity of invention 1s only fulfilled when there 1s a technical relationship among the
claimed inventions involving one or more of the same or corresponding special technical features. PCT Rule 13.2, second sentence,
defines a special technical feature as a feature which makes a contribution over the prior art.

When there 15 no special technical feature common to all the claimed inventions there is no unity of invention.

In the above groups of claims, the identified features may have the potential to make a contribution over the prior art but are not
common to all the claimed inventions and therefore cannot provide the required technical relationship. The only feature common to
all of the claimed inventions and which provides a technical relationship among them is modified oncolytic vaccinia virus. However
this feature does not make a contribution over the prior art because it is well known in the prior art, for example as disclosed in D-
D2.

Therefore in the light of this document this common feature cannot be a special technical feature. Therefore there is no special
technical feature common to all the claimed inventions and the requirements for unity of invention are consequently not satisfied a
posteriori.

The International Searching Authority believes that a search and examination for the all of the claimed inventions will not involve

more than negligible additional search and examination effort over that for the first invention and so no additional search fee is
required in order to search and examine that invention.

Form PCT/ISA/210 (Supplemental Box) (July 2009)
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Information on patent family members

International application No.

PCT/US2014/052308

This Annex lists known patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned intermational search
report. The Australian Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information.

Patent Document/s Cited in Search Report

Patent Family Member/s

Publication Number Publication Date Publication Number Publication Date
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Form PCT/ISA/210 (Family Annex)(July 2009)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/US2014/052308

Information on patent family members

This Annex lists known patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned intermational search
report. The Australian Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information.

Patent Document/s Cited in Search Report Patent Family Member/s

Publication Number Publication Date Publication Number Publication Date

WO 2004/014314 A2 19 February 2004 AU 2003258168 Al 25 Feb 2004
AU 2003258168 B2 29 Oct 2009
AU 2010200333 Al 18 Feb 2010
AU 2010200333 B2 13 Sep 2012
AU 2012261681 Al 10 Jan 2013
AU 2012261681 B2 02 Oct 2014
CA 2494844 A1 19 Feb 2004
CA 2818693 Al 19 Feb 2004
CN 1754002 A 29 Mar 2006
CN 1754002 B 08 Sep 2010
CN 101912421 A 15 Dec 2010
EP 1578396 A2 28 Sep 2005
EP 2044948 A1 08 Apr 2009
EP 2044948 B1 30 0ct 2013
EP 2269618 Al 05 Jan 2011
EP 2269619 Al 05 Jan 2011
HK 1130196 Al 04 Jul 2014
JP 2006506974 A 02 Mar 2006
JP 4796299 B2 19 Oct 2011
JP 2011078427 A 21 Apr 2011
KR 20050074436 A 18 Jul 2005
KR 101170653 B1 03 Aug 2012
KR 20120002613 A 06 Jan 2012
KR 20130012595 A 04 Feb 2013
US 2009004723 Al 01 Jan 2009
US 8329164 B2 11 Dec 2012
US 2006099224 Al 11 May 2006
US 2013183271 Al 18 Jul 2013

Due to data integration issues this family listing may not include 10 digit Australian applications filed since May 2001.

Form PCT/ISA/210 (Family Annex)(July 2009)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No.

PCT/US2014/052308

This Annex lists known patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned intermational search
report. The Australian Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information.

Patent Document/s Cited in Search Report

Publication Number Publication Date

Patent Family Member/s

Publication Number Publication Date

End of Annex

Due to data integration issues this family listing may not include 10 digit

Australian applications filed since May 2001,

Form PCT/ISA/210 (Family Annex)(July 2009)




Traduccién oficial hecha por Jimena Escobar Uribe, traductora e intérprete
oficial segun resolucion No. 0369 de 1995 del Ministerio de Justicia, del
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documento de cesiéon otorgado a favor de la sociedad UNIVERSITY OF
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notificacién, usted puede contactar al empleado cuyo nombre aparece en esta
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Oficina de Patentes y Marcas de los Estados Unidos, Sucursal de Servicios de
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Numero de patente: Fecha de expedicion:

Titulo: TERAPIAS INMUNO-ONCOLITICAS

Sucursal de Registro de Cesiones

Division de Registros Publicos

P.O. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450 - WWW.USPTO.GOV

Expediente de abogado No. 072396.0530

CESION MUNDIAL

CONSIDERANDO que, Stephen Howard Thorne, ciudadana del Reino Unido y
cuya direccion de oficina postal es 805 Fairview Road, Pittsburgh, Pensilvania
15238 (de ahora en adelante denominado como el “CEDENTE" ), inventd una
nueva invencidn segun ha sido revelada en una solicitud de patente titulada

"TERAPIAS INMUNO-ONCOLITICAS" , identificada con el Expediente de
Abogado No. 072396.0530; la cual

__ estasiendo presentada concurrentemente con el registro de esta Cesiéon

X la solicitud provisional fue presentada el 22 de agosto de 2013 como la
Solicitud No. 61/868.978

__la solicitud no provisional fue presentada el como la Solicitud

No.

__lasolicitud PCT fue presentada el como la Solicitud No.



http://www.uspto.gov/

CONSIDERANDO QUE, UNIVERSITY OF PITTSBURGH - OF THE
COMMONWEALTH SYSTEM OF HIGHER EDUCATION, una sociedad
constituida y existente bajo las leyes de los Estados Unidos, con su sede
principal de negocios en 200 Gardner Steel Conference Center, Thackeray &
O’ Hara Streets, Pittsburgh, Pensilvania 15260, Estados Unidos de América
(de ahora en adelante denominada el "“CESIONARIO” ), desea adquirir la
totalidad de nuestro derecho, titulo e interés en, sobre y bajo dicha invencion
y dicha solicitud;

AHORA, POR LO TANTO, por una contraprestacion onerosa, el recibo y la
suficiencia de la cual es reconocida por medio del presente, el CEDENTE ha
vendido, cedido, transferido y traspasado, y por medio del presente vende,
cede, transfiere y traspasa al CESIONARIO, sus sucesores, representantes
legales ya asignatarios, la totalidad del derecho, titulo e interés en, sobre y
bajo dicha invencion y dicha solicitud provisional de los Estados Unidos o
dicha solicitud para titulo de patente de los Estados Unidos, segun sea el caso,
y dicha invencion en todas las solicitudes que reivindiquen prioridad de las
mismas o que se hayan convertido de las mismas, y todas las divisiones,
renovaciones, continuaciones y continuaciones en parte de las mismas, y
todas las Patentes de los Estados Unidos que puedan ser otorgadas para las
mismas y todas las reexpediciones, reexaminaciones y prorrogas de las
mismas; y todas las solicitudes para proteccion de propiedad industrial,
incluyendo, sin limitacion, todas las solicitudes para patentes, modelos de
utilidad, y disefios que puedan ser presentados de ahora en adelante para
dicha invencién en cualquier pais o paises diferentes de los Estados Unidos,
junto con el derecho de presentar dichas solicitudes y el derecho de
reivindicar para las mismas los derechos de prioridad derivados de dichas

solicitudes mencionadas bajo las Leyes de Patentes de los Estados Unidos, la



Convencion Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, y
cualquier otro acuerdo internacional o leyes domésticas del pais en el cual
cualquiera de dichas solicitudes sea presentada, segun se aplicable; y todas las

formas de (...)

Activo 11494626.1

Expediente de abogado No. 072396.0530

(...) proteccion de la propiedad industrial, incluyendo, sin limitacion, patentes,
modelos de utilidad, certificados de inventores y disefios que puedan ser
otorgados para dicha invencion en cualquier pais o paises extranjeros a los
Estados Unidos y todas las prorrogas, renovaciones y reexpediciones de los

MismMos;

El CEDENTE por medio del presente autoriza al Comisionado de Patentes y
Marcas de los Estados Unidos, y cualquier Funcionario de cualquier pais o
paises extranjeros a los Estados Unidos cuyo deber sera la expedicion de
patentes u otra evidencia o formas de proteccion de la propiedad industrial
sobre las solicitudes mencionadas con anterioridad, para expedir las mismas al
CESIONARIO, sus sucesores, representantes legales y asignatarios, de

conformidad con los términos de este instrumento;

El CEDENTE por medio del presente se compromete y acuerda que el
CEDENTE tienen todo el derecho para traspasar la totalidad del derecho, titulo

e interés que esta siendo cedido por medio del presente, que dicho derecho,



titulo e interés se encuentra libre de gravamenes, y que el CEDENTE no ha
gjecutado, y no ejecutara, ningun acuerdo que esté en conflicto con el

presente;

El CEDENTE ademas se compromete a ejecutar cualquiera y todos los poderes,
solicitudes, cesiones, declaraciones, declaraciones juramentadas y cualquier
otro documento en conexidén con el presente necesario para perfeccionar
dichos derechos, titulo e interés al CESIONARIO, sus sucesores, representantes

legales y asignatarios;

El CEDENTE ademas se compromete y acuerda que el CEDENTE comunicara al
CESIONARIO, sus sucesores, representantes legales, y asignatarios, cualquier
hecho conocido por nosotros con respecto a dicha invencion, y a testificar en
cualquier procedimiento legal, firmaran cualquier documento legal, ejecutaran
todas las divisionales, continuaciones, reexpediciones, reexaminaciones,
solicitudes extranjeras y cualquier otro Titulo de Patente, haran todos los
juramentos legales, y en general haran todo lo posible para ayudar al
CESIONARIO, o sus sucesores, representantes legales y asignatarios, a obtener

y ejecutar la adecuada proteccion para dicha invencion en todos los paises;

El CEDENTE por medio del presente autoriza al abogado de patentes del
CESIONARIO para completar este formato por medio de la adicion del nimero
de la solicitud, la fecha de presentaciéon de la solicitud y el niumero de

expediente del abogado, si fuera necesario.

Activo 11494626.1
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EN TESTIMONIO DE LO CUAL, he puesto mi firmay sello este dia 22 de julio de
2014

Firmado por firma ilegible

Stephen Howard Thorne

Testigo: Firmado por firma ilegible (Firma)

David Roger Critchley (Nombre)

Testigo: Firmado por firma ilegible (Firma)

Rebecca Jane Thorne (Nombre)
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Atty. Docket No. 072396.0530

WORLDWIDE ASSIGNMENT

WHEREAS,

Stephen Howard Thorne, a citizen of the United Kingdom, and whose post
office address is 805 Fairview Road, Pittsburgh, Pennsylvania 15238; (hereinafter referred to as
"ASSIGNOR"), invented a new invention as disclosed in a patent application entitled
“IMMUNO-ONCOLYTIC THERAPIES,”

is being filed concurrently with the recordation of this Assignment.
the Provisional Application was filed on August 22, 2013 as Application No. 61/868.978.
the United States Application was filed on as Application No.

[ OXIL]

the PCT Application was filed on as Application No,

WHEREAS, UNIVERSITY OF PITTSBURGH - OF THE COMMONWEALTH
SYSTEM OF HIGHER EDUCATION, a corporation organized and existing under the laws of
the United States, having its principal place of business at 200 Gardner Steel Conference
Center, Thackeray & O’Hara Streets, Pittsburgh, Pennsylvania 15260 (hereinafter referred
to as "ASSIGNEE"), is desirous of obtaining our entire right, title and interest in, to and under

the said invention and the said application:

NOW, THEREFORE, for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of
which is hereby acknowledged, ASSIGNOR has sold, assigned, transferred and set over, and by
these presents do hereby sell, assign, transfer and set over, unto ASSIGNEE, its successors, legal
representatives and assigns, the entire right, title and interest in, to and under said invention and
said United States provisional application or said application for United States Letters Patent, as
the case may be, and said invention in all applications claiming priority thereto or converted
therefrom, and all divisions, renewals, continuations and continuations-in-part thereof, and all
Patents of the United States which may be granted thereon and all reissues, reexaminations and
extensions thereof; and all applications for industrial property protection, including, without
limitation, all applications for patents, utility models, and designs which may hereafter be filed
for said invention in any country or couniries other than the United States, together with the right
to file such applications and the right to claim for the same the priority rights derived from said
applications above under the Patent Laws of the United States, the International Convention for
the Protection of Industrial Property, or any other international agreement or the domestic laws
of the country in which any such application is filed, as may be applicable; and all forms of

Active 11494626.1 -1-



Atty. Docket No. 072396.0530

industrial property protection, including, without limitation, patents, utility models, inventors'
certificates and designs which may be granted for said invention in any country or countries
foreign to the United States and all extensions, renewals and reissues thereof:

ASSIGNOR hereby authorize and request the Commissioner of Patents and Trademarks
of the United States, and any Official of any country or countries foreign to the United States,
whose duty it is to issue patents or other evidence or forms of industrial property protection on
applications as aforesaid, to issue the same to ASSIGNEE, its successors, legal representatives

and assigns, in accordance with the terms of this instrument;

ASSIGNOR hereby covenant and agree that ASSIGNOR has full right to convey the
entire right, title and interest herein assigned, that such right, title and interest is unencumbered,
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RESUMEN

La presente invencidén se refiere a virus de vaccinia
oncolitico los cuales se han modificado para promover la
inmunidad anti-tumor y/o reducir la inmunidad de anfitridén y/o
la respuesta anticuerpo en contra del virus. Esto se basa, por
lo menos en parte, sobre el descubrimiento de que el virus de
vaccinia oncolitico (i) llevando una supresidén de genoma de un
gen que reduce la inmunidad de célula T (proteina aglutinante
interleucin-18); (ii) tratado con enzima sialidasa que se cree
que reduce la activacidédn TLR2 vy por tanto la respuesta
anticuerpo; (iii) llevando un gen que mejora la induccidn de
linfocito T citotdxico (por ejemplo TRIF) y/o (iv) reduce las
células supresoras derivadas de mieloide mediante reducir
prostaglandina E2 reduce el crecimiento de tumor. Por tanto la
presente invencién proporciona virus de vaccinia
inmunooncoliticos y métodos de usarlos en el tratamiento de

cadnceres.
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de vaccinia oncolitica que comprende dos o mas

S siguientes modificaciones

(1) una mutacidén de columna viral;

(ii) una modificacidén de glicosilacidn viral;

(iii)una modificacidén que promueve la respuesta de célula
T

(iv) una modificacién de inhibe la inmunosupresidn; y/o

(v) una modificacidn que mejora la actividad y

esparcimiento de virus.

2. Un virus de wvaccinia oncolitico gque comprende una

modi

ficacién de glicosilacién viral y una o mas de las

siguientes modificaciones:

(1) una mutacidén de columna viral;
(ii) una modificacidédn que promueve la respuesta de célula
T;
(iii) una modificacidén que inhibe la inmunosupresidn; y/o
(iv) una modificacidén que mejora el esparcimiento vy
actividad de virus.
3. Un virus de vaccinia oncolitico que es tratado con
un agente que reduce la cantidad de glicosilacidén antes (por

ejemplo sialilacidén) de la administracidén a un anfitridén o que
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de otra manera tiene glicosilacién reducida (por ejemplo

sialilacidén reducida) en relacidn a un virus no modificado.

4. Un virus de vaccinia oncolitico el cual es tratado
con un agente que reduce la cantidad de glicosilacidén (por
ejemplo sialilacidn) antes de la administracidén a un anfitridn
0 que de otra manera tiene glicosilacién reducida (por ejemplo
sialilacidén reducida) en relacidén a virus no modificado vy

comprende una o mas de las siguientes modificaciones:

(1) una mutacidén de columna viral;
(ii) una modificacidén gque promueve la respuesta de

célula T;

(iii) una modificacidén que inhibe la inmunosupresiédn;
y/o
(iv) una modificacidén que mejora el esparcimiento vy

actividad de wvirus.

5. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la
mutaciédn de columna viral es una supresidén o una supresidn

funcional de proteina aglutinante-interleucina 18.

6. El wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se

reivindica en las cléusulas 1, 2 o 4, caracterizado porque la
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mutacidén de columna viral es una supresién B8R, una supresidn

B18R, una supresién A35R o una combinacidén de los mismos.

7. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado
porque la modificacidén que promueve la respuesta de célula T es
la incorporacién de un &cido nucléico codificando un adaptador
conteniendo-dominio Toll/IL-IR induciendo interferédn beta

(TRIF) proteina o un dominio funcional de la misma.

8. El1 wvirus de wvaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléusulas 1, 2, 4, 5, o 6, caracterizado
porque la modificacidén que promueve la respuesta de célula T es
la incorporacidén de un acido nucléico codificando un factor

estimulando colonia de macrdéfago granulocito.

9. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las cléausulas 1, 2, 4, 5, 6, 7 u 8 caracterizado
porque la modificacidén gque 1inhibe 1la inmunosupresidén es la
incorporacién de un acido nucléico codificando una

prostaglandina E2 antagonista.

10. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en la clausula 9, caracterizado porque la

prostaglandina E2 antagonista es 15-PGDH.
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11. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en las c¢lausulas 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, o 10,
caracterizado porque la modificacidn que mejora es
esparcimiento y actividad viral es una modificacidén que aumenta

la cantidad de envoltura extracelular desde el virus producido.

12. El1 wvirus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en la cléausula 11, caracterizado porque la
modificacidén es una o mas de las siguientes mutaciones: A34R
Lyslb5l a Glu; supresidédn completa o) parcial de B5R;

mutacién/supresidén de A36R y/o mutacidn/supresidén de A56R.

13. Un virus de vaccinia oncolitico el cual es tratado
con un agente que reduce la cantidad de glicosilacidén (por
ejemplo sialilacidén) antes de la administracidén a un anfitridn
o0 que de otra manera tiene glicosilacidén reducida (por ejemplo
sialilacién reducida) en relacién a virus no modificado,
comprendiendo, un &cido nucléico codificando TRIF o un dominio
funcional del mismo vy/o un &cido nucléico codificando un

antagonista PGE2 antagonista.

14. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

(1) una supresidén TK;
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(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado; y/o

(1ii) un &cido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo;

15. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

(1) una supresidén TK;

(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado; y/o

(1ii) un A&cido nucléico codificando 15-PGDH, o un
domino funcional del mismo;

16. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

(1) una supresién TK,

(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado;

(1ii) un &cido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo; y/o

(iv) un acido nucléico codificando 25-PGDH, o un

dominio funcional del mismo.
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17. Un virus de vaccinia oncolitica que comprende:

(1) una supresidén TK;

(ii) una envoltura con glicosilacidén reducida (por
ejemplo sialilacidén reducida) en relacidén a un
virus no modificado;

(1ii) un &cido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo;

(iv) un 4acido nucléico codificando 15-PGDH, o un
dominio funcional del mismo; y/o

(v) una suppression C12L.

18. Un virus de vaccinia oncolitico que comprende:

una supresién TK;

una envoltura con glicosilacidén reducida (por ejemplo
sialilacién reducida) en relacidén a un virus no
modificado;

un Aacido nucléico codificando TRIF, o un dominio
funcional del mismo;

un Aacido nucléico codificando 15-PGDH, o un dominio
funcional del mismo;

una suppression Cl12L; y/o

una suppression B5R.
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19. Un método para reducir el crecimiento de célula
de cancer que comprende administrar a la célula de cancer, una
cantidad efectiva de wun virus de wvaccinia oncolitico de

cualquiera de las cléausulas 1-18.

20. Un método para reducir el crecimiento de un tumor
que comprende administrar al tumor, una cantidad efectiva de un
virus de vaccinia oncolitico de cualquiera de las cléusulas 1-

18.

21. Un método para tratar a un sujeto teniendo cancer
gue comprende administrar al sujeto, una cantidad efectiva de
un virus de vaccinia oncolitico de cualquiera de las clausulas

1-18.

22. Un método para producir un efecto anti-céncer en
un sujeto que comprende administrar, al sujeto, una cantidad
efectiva del virus de vaccinia oncolitico de una cualquiera de

las cléusulas 1-18.

23. E1 método tal y como se reivindica en las
cldusulas 19, 20, 21 o 22 gue ademas comprende administrar uno
0 mas agentes seleccionados del grupo que consiste de un agente
anti céancer, un agente inmunomodulatorio, y una combinacidén de

los mismos.
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24. Un virus de vaccinia oncolitico tal y como se
reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1-18
anteriores, para usarse en el tratamiento de cancer en un

sujeto.



