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ES 2380975 T3

DESCRIPCION
Factor proteico que aumenta la productividad, nuevas lineas celulares y sus usos.

La presente invencion proporciona un método para preparar un virus objetivo no adenoviral o proteinas objetivo
utilizando una linea celular de expresion potente que presenta integrado de manera estable en su genoma un gen
gue codifique una proteina PIX.

Antecedentes de lainvencion

Los productos biofarmacéuticos de las células eucaridticas son parte integrante de la medicina moderna. No
obstante, el incremento de la productividad y de la seguridad son parametros importantes que adn siguen
requiriendo una importante optimizacion. El obstadculo méas fundamental en los esfuerzos orientados hacia la
optimizacion es el sustrato celular en si mismo. Un transgén que pueda introducirse en las lineas celulares ya
liberado para su uso en procesos biofarmacéuticos para incrementar los rendimientos de productos a partir de
dichas células manipuladas resulta extremadamente valioso.

Los adenovirus son virus no envueltos (desnudos) con ADN de doble cadena, que infectan un amplio espectro de
animales. Entre los miembros mejor caracterizados se encuentra el serotipo 5 del adenovirus humano (Ad5). El virus
es una causa frecuente de los sintomas del resfriado comuin, y la infeccion suele producirse en la infancia.

Los adenovirus son susceptibles de ser sometidos a manipulacién genética, y los adenovirus incompetentes para
replicacion, incluyendo el Ad5 (nimero de orden GenBank para la secuencia: AC_000008) se utilizan como vectores
en la terapia génica y para la vacunacion terapéutica. Con el fin de obtener virus incompetentes para la replicacion,
amplias regiones del ADN gendmico son sustituidas por secuencias no virales. Las funciones virales ausentes seran
suministradas en trans mediante lineas de células huésped transfectadas de forma estable con genes que se hayan
eliminado del vector. Uno de los sistemas anteriores que se desarrollaron consta de vectores adenovirales
suprimidos en la regién reguladora E1 producidos en las lineas celulares, con el suministro de las proteinas E1
correspondientes.

La linea celular mas comun para este propdsito es la linea celular 293. Esta linea se gener6 en 1977 mediante
transfeccion de ADN gendmico adenoviral fragmentado en células primarias humanas (Graham et al., J. Gen. Virol.
36, 59-74 (1977)), bastante antes de que se reconociera que los adenovirus podian servir como vectores de la
terapia génica. Posteriormente, se observo que la linea celular resultante contenia los nucleétidos 1 a 4344 del ADN
gendémico (Louis et al., Virology 233, 423-429 (1997)), que incluye la region E1; esta caracterizacion puso de
manifiesto que la region E1 puede utilizarse para inmortalizar y transformar células primarias.

Junto a la region E1 se encuentra el gen de pIX ("proteina 9", nucleétidos 3609 a 4031 en el ADN gendmico). El
promotor de plIX estad alojado en el componente E1B de la region E1. Un mecanismo, denominado oclusion del
promotor, permite la expresion de plX en un momento posterior-anterior en el ciclo de infeccion viral, en el momento
de la aparicién de la replicacion del ADN viral con un numero creciente de ADN viral (Fessler y Young, J. Virol. 72,
4049-4056 (1998)). Aunque el gen esté presente en los 4344 nucleétidos integrados en 293 células, la expresion plX
no puede detectarse ni siquiera con métodos sensibles de etiquetado radiactivo (Spector et al., J. Virol. 36, 860-871
(1980)).

Tal y como se ha descrito anteriormente, se han generado vectores adenovirales deficientes de replicacion mediante
la eliminacion de la region E1 del genoma viral. Los productos E1 son fundamentales para la replicacion viral y, por
tanto, la funcioén de la region E1 tiene que proporcionarse en trans a través de transgenes E1 estables en la célula
empaquetadora del adenovirus (como la linea celular 293). Debido a la proximidad con la regién E1, el gen pIX
provocaba una recombinacién frecuente entre los vectores adenovirales suprimidos y la region E1 en el genoma
huésped. Este episodio de recombinacién generaba adenovirus competentes para la replicacion (RCA), una
importante contaminacién en las preparaciones del vector. Para suprimir esta posibilidad de recombinacion, el pIX
fue eliminado del genoma del adenovirus. Durante el transcurso de estos experimentos, se reconocid que el pIX
estabiliza el capside del adenovirus con respecto a la tension térmica y estérica incrementando la interaccion de los
principales elementos constituyentes, los hexones (Colby y Shenk, J. Virol. 39, 977-980 (1981); Ghosh-
Choudhuryetal., EMBOJ.6, 1733-1739(1987)). Morfogénesis en ausencia de virus sensibles a la temperatura con
rendimientos pIX que no pueden suministrar moléculas de ADN gendmico mas grandes que el 105% de los 35938
pares de bases de tipo salvaje. Para seguir permitiendo una capacidad de empaquetado normal y una estabilidad
térmica, la proteina pIX se introdujo de forma estable o episomal en las lineas celulares, previstas como células
empaquetadoras para vectores de adenovirus (Krougllakand Graham, Hum. Gene Ther. 6,1575-1586 (1995);
Carovokyri, C. and Leppard, K.N., J.Virol. 69, 6627-6633 (1995) WO 99/57296 e Imleret al., Gene Therapy 3, 75-84
(1996)).

Asimismo, con el reconocimiento de que el pIX decora la superficie de los viriones, se han generado proteinas de

fusion pIX para ampliar la gama huésped de vectores de adenovirus o de seguir a la morfogénesis y a la migracién
intracelular de particulas de virus (revisado por Parks, Mol. Ther. 11, 19-25 (2005)).
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Aungue es claramente una proteina estructural, la pIX también tiene implicaciones como proteina reguladora para la
replicacion de adenovirus. Se parte de la base de que la PIX funciona como un transactivador de la transcripcion
para aumentar la expresion E1A, una funcidon posiblemente ejercida incluso como viroquinas por la proteina PIX
entrante procedente del capside en la fase de infeccion (revisado por Parks, Mol. Ther. 11, 19-25 (2005)). La PIX,
junto con la proteina anterior E4 Orf3, también se describe como elemento de interaccion con inclusiones
subnucleares, denominados cuerpos PNL (Puvion-Dutilleul et al., Exp. Cell. Res. 218,9-16 (1995); Leppard y Everett,
J. Gen. Virol. 80,997-1008 (1999)). Estos son conjuntos dinamicos de entre 250 nm y 500 nm de tamafio, que se
pretende que estén implicados en la regulacién de la diferenciaciéon celular (Wang et al., Science 279, 1547-1551
(1998)), en el control de la apoptosis (Quignon et al., Nature Gen. 20, 259-265 (1998)) y en la respuesta a la
infeccién viral (Moller y Schmitz, Arch Immunol Ther Exp (Warsz) 51, 295-300 (2003)).

Debido a sus efectos pleotropicos, se introdujo la proteina PIX en lineas celulares para examinar si ésta aumenta la
proliferacion celular o las propiedades de produccion de productos biofarmacéuticos que no estan relacionados con
adenovirus ni con vectores adenovirales. Existe una necesidad general de factores que modulen estas propiedades
en las lineas celulares establecidas.

Por ejemplo, los virus atenuados (debilitados) son unos candidatos prometedores en lo que a vacunas se refiere: en
el momento de su inoculacién, imitan una infeccion natural, pero proporcionan mas tiempo para que el sujeto
vacunado pueda desarrollar la respuesta inmune de proteccion deseada. Con un namero creciente de pacientes
inmunocomprometidos (por ejemplo, debido a la infeccion por el VIH), es deseable contar con cepas altamente
atenuadas. Mientras que las cepas atenuadas aun siguen su camino hacia provocar la infeccion (normalmente
benigna), las cepas altamente atenuadas son bloqueadas a nivel celular incluso en ausencia de un sistema inmune
funcional. Un método utilizado con frecuencia para establecer y mantener la atenuacion es hacer que los virus pasen
a diferentes tejidos huésped. Por ejemplo, los virus del sarampién y de las paperas destinados a la vacunacion
humana pasan a células primarias, ya sea en huevos con embriones de pollo o en cultivos derivados de éstos. Una
nueva generacion de vacunas esta basada en poxvirus altamente atenuados que también dependen de las células
primarias de pollo para su produccion. Por tanto, una linea celular que pueda reemplazar las células primarias de
pollo y que, al mismo tiempo, pueda protegerse a si misma (incluso con menor eficacia) frente a una infeccion viral
provocada por manipulaciones secundarias, como la introduccién del transgén PIX, proporciona un sustrato
altamente deseable.

Para otros propdsitos, puede resultar preferida una linea celular de un mamifero (en vez de una de un ave). Estas
lineas celulares preferidas ya existen, y han superado el examen de las autoridades sanitarias en lo que respecta a
la seguridad y a los riesgos provocados por los productos biofarmacéuticos derivados. También en este caso es
altamente deseable una segunda manipulacion (como la introduccion del transgén PIX) para incrementar el espectro
de aplicaciones o eficiencias de produccién disponibles sin comprometer las caracteristicas de seguridad.

Sumario de lainvencién

Al preparar lineas celulares transfectadas de forma estable con proteinas plX génicas adenovirales (0 una fusion
quimérica analoga de éstas), observamos inesperadamente que la pIX ejerce un efecto fenotipico en las células de
aves y de humanos. En el caso de las células de aves, esto resulta especialmente sorprendente, puesto que éstas
no pueden ser infectadas por adenovirus humanos, y los adenovirus (como el CELO o el adenovirus tipo 8 de ave de
corral) no codifican ningin homologo de la PIX (Ojkicand Nagy, J. Gen. Virol. 81,1833-1837 (2000)). Ademas,
pudimos observar que la presencia estable de PIX incrementa la susceptibilidad de la célula ante la induccion
mediante analogos de ARN de doble cadena, posiblemente a través de un receptor 3 de tipo Toll. Probablemente en
este contexto, también observamos de forma inesperada que la presencia de la proteina PIX aumenta el rendimiento
de poxvirus altamente atenuados en células huésped de aves. Puesto que las células infectadas por el virus de la
varicela sufrian menos induccion provocada por analogos de ARN de doble cadena, es posible que hayamos
encontrado una interaccion entre la proteina PIX y los genes antiinterferon del poxvirus que no se ha descrito
previamente. También pudimos observar un sorprendente incremento en el rendimiento del producto proteaginoso
(no sélo virus) liberado por una linea celular transfectada de forma estable.

Asi pues, la presente invencién proporciona:

(1) un método para preparar un virus objetivo no adenoviral o una o més proteinas objetivo, comprendiendo
dicho procedimiento:

(a) cultivar una célula de expresion que pueda obtenerse mediante la infeccién o la transfeccion de una
célula huésped, tras haber integrado de forma estable en su genoma una codificacién génica para una
PIX de adenovirus y haber expresado dicha proteina PIX con dicho virus objetivo, o bien con un vector
con secuencias de acido nucleico que codifiqguen dicha (o dichas) proteina objetivo (donde el virus
objetivo no adenoviral no contenga dicha proteina PIX y la(s) proteina(s) objetivo difiera(n) de dicha
proteina P1X);
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(b) aislar el virus objetivo o la(s) proteina(s) objetivo.

(2) una forma de realizacion preferida del punto (1) anterior, donde dicha proteina PIX aumenta la productividad de
la célula en la produccion de un virus que no contenga dicha proteina PIX y en la produccion de una proteina que
difiera de dicha proteina reguladora;

(3) una forma de realizacion preferida de los puntos (1) y (2) anteriores, donde la PIX de adenovirus se suministra
como proteina de fusidon con un receptor de &cido retinoico alfa, preferentemente una proteina de fusion con la
secuencia que se muestra en la SEC ID n.% 4 o fusionada con un GFP y con el contenido de una NLS,
preferentemente una proteina de fusion con la secuencia mostrada en la SEC ID n.°: 23;

(4) una forma de realizacion preferida de los puntos (1) a (3) anteriores, donde la célula huésped y la de expresion
es una célula de vertebrado, incluyendo células de mamiferos y de aves; preferentemente, la célula del mamifero
sera una célula derivada del cerebro humano, mientras que la célula de ave sera una célula derivada de la retina de
pato o derivada de los somitas de pato;

(5) una forma de realizacion preferida de las secuencias (1) a (4) anteriores, donde la célula huésped y de expresion
se deriva de un cerebro humano, preferentemente de un cerebro fetal humano, y méas preferentemente serd una
célula NC5T11; dicha célula sera portadora una secuencia de acido nucleico que codifique la PIX de adenovirus vy,
preferentemente, dicha proteina PIX estara codificada por un acido nucleico mostrado en la SEC ID n.°: 1, SEC ID
n.°; 30 SEC ID n.%:: 22;

(6) una forma de realizacion preferida del punto (5) anterior, donde la célula huésped es una célula NC5T11 n.° 34,
mientras que la célula de expresion se deriva de la célula NC5T11#34, la cual esti depositada en el DSMZ con el
namero de registro DSM ACC2744;

(7) una forma de realizacién preferida de los puntos (1) a (4) anteriores, donde la célula huésped y de expresién es
una célula de ave, preferentemente derivada de la retina o de los somitas de pato, la cual llevara una secuencia de
acido nucleico que codifique la PIX de adenovirus y, preferentemente, dicha proteina PIX estara codificada por un
acido nucleico mostrado en la SEC ID n.%: 1, SEC ID n.°: 3 0 SEC ID n.% 22;

(8) una forma de realizacion preferida del punto (7) anterior, donde la célula huésped es una célula CR.PIX
(17a11b), mientras que la célula de expresion se deriva de la célula CR.PIX (17al1b), la cual esta depositada en el
DSMZ con el nUmero de registro DSM ACC2749;

(9) una célula de expresion inmortalizada de vertebrado para producir un virus objetivo 375.5.2011 tal y como se
define en los puntos (1) a (8) anteriores, y preferentemente la expresion se ajustara a lo definido en los puntos (5) a
(8) anteriores, donde la célula de expresion haya integrado de forma estable en su genoma un gen adecuado a la
PIX de adenovirus, exprese de forma estable dicha PIX y haya sido infectada o transfectada con un virus objetivo no
adenoviral o con un vector portador de secuencias de acido nucleico que codifican dicho virus;

(10) el uso de la célula de expresion tal y como se define en el punto (7) anterior para preparar un virus objetivo
5.5.2011.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: historia de la linea celular NC5T11. A: neuroesferas de células primarias desarrolladas en condiciones
libres de suero. B: monocapa de células primarias desarrollada en DMEM/F12 con un 5% de FCS. C: enfoque sobre
primarias dos semanas después de la transfeccion con p79. Las flechas indican el limite entre las células primarias y
las inmortales. D: cultivo adherente homogéneo de células inmortalizadas en DMEM/F12 con un 5% de FCS. E:
cultivo de suspensién de NC5T11 en tubos agitadores en EXcell VPRO.

Figura 2: Inmunofluorescencia que detecta E1A y E1B en NC5T11. Tras la fijacién con metanol, las células fueron
tratadas con anticuerpos de rata, dirigidos contra E1A y E1B 55k respectivamente, seguidos por anticuerpos rojo de
Texas antirrata conjugados. Tal y como se muestra en la figura 2, todas las células de la muestra presentan una
tincién nuclear tipica del E1A y una tincion citopldsmica en el caso del E1B. Tras la fijacion con metanol, las células
fueron tratadas con anticuerpos de rata, dirigidos contra E1A y E1B 55k respectivamente, seguidos por anticuerpos
rojo de Texas antirrata conjugados. Tal y como se muestra aqui, todas las células de la muestra presentan una
tincion nuclear tipica del E1A y una tincién citoplasmica en el caso del E1B.

Figura 3: productividad especifica de clones aat seleccionados. Los clones celulares de NC5T11 transfectados con
C55 y seleccionados con puromicina fueron sembrados de acuerdo con una concentracion de 7x10* células en
placas de 12 pocillos; el nimero de la célula vy el titulo aat se determinaron los dias 1, 2 y 3 tras la siembra, y se
calcul6 la productividad méxima especifica de célula por dia.
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Figura 4: andlisis de expresion de NC5Tllpuro#8 en el cultivo de lotes del agitador. Las células se sembraron en 12
ml de EXCELL VPRO en una concentracion de 6x10* células/ml en tubos agitadores de polipropileno de 50 ml (TPP,
Suiza), sometidos a rotacion con un radio de 1 cm y una velocidad de 160 rpm. Las muestras de 200 ul se tomaron
los dias 4, 7, 9, 11, 15, 18 y 21. La densidad y la viabilidad celular se determinaron tras la tincién con azul de tripano,
utilizando un hemocitometro.

Figura 5: deteccion del ADNc del pIX-RARA mediante PCR en un grupo de clones. Se gener6 un grupo de clones
con el gen pIX-RARA a partir de la célula NC5T11lpuro#8 mediante transfeccion con F67 y seleccion con
higromicina. El ARN se extrajo utilizando un equipo de extraccién de ARN (Machery Nagel, Alemania), mientras que
el ADNc se sintetizé utilizando transcriptasa inversa AMV (Invitrogen). Los ADNc para el fragmento de plX solo o
para todo el gen pIX-RARA se amplificaron con cebador 1, 1 y 164 respectivamente.

Figura 6: deteccién de las secuencias de los pIX como parte de la proteina de fusién en subclones resistentes a la
higromicina de NC5T11puro#8 y NC5T11(#34, 35, 36, 37, 38) mediante PCR. El ADN se aisl6 de los clones de las
células cultivados en 6 pocillos mediante lisis en SDS, seguida de la extraccion de fenol y la precipitacion. El ADN se
amplifico con cebadores 1y 2 para 28 ciclos.

Figura 7: la estabilidad de los genes pIX-RARA y pIX en células NC5T11 transfectadas de forma estable se
determind en relacion con el E1B: EIA+E1B y pIX-RARA fueron introducidos en transfecciones separadas y en
genes E1, y se han mantenido ante la ausencia de seleccién durante > 2 afios, por lo que se considera que estan
integrados de forma estable. El ADN gendémico fue aislado de los clones celulares seleccionados en 2 momentos:
inmediatamente después de parada para la seleccién de higromicina (pronto); después de 2 meses ante la ausencia
de presién derivada de la seleccion (tarde). Los niveles de SDN en el PIX y el E1B fueron determinados mediante
PCR en tiempo real.

Figura 8: retardo en el crecimiento inducido por el tratamiento RA en clones recombinantes de pIX-RARA de las
células NC5T11 y NC5T11puro#8. Las células fueron sembradas de acuerdo con una concentracion de 2x10° en
placas de 6 pocillos, en presencia y en ausencia de 6 ug/ml de acido retinoico. Las fotos que muestran un retardo en
crecimiento de los clones tratados #12 y #34 tratados con RA, pero no en la NC5T11, fueron tomadas 4 dias
después de la siembra mediante una imagen de contraste de fases, con un aumento de 4x.

Figura 9: PIXRARA evita la inhibicién de la replicacion de los virus mediante interferon. Las células NC5T11 y
NC5T11 n.° 34 fueron infectadas con EMCV, un virus sensible al interferén, de acuerdo con una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 0,004 en células tratadas con interferén beta. Los lisados de las células estaban sujetos a
valoracién mediante la formacién de placas en células A549.

Figura 10: analisis de expresién de la linea celular NC5T11puro#8 que expresa alfa-1-antitripsina del vector C55 y
los subclones #10, 12 y 14 de éste, con el vector F67 (pEFpIX-RARA) ademas del C55. Las células se sembraron en
EXCELL VPRO (JRH Biosciences) en una concentracion de 6x10” células/ml en tubos agitadores de polipropileno
de 50 ml (TPP, Suiza), con un volumen total de 12 ml y sometidos a rotacion con un radio de 1 cm y una velocidad
de 160 rpm.

Figura 11: expresion de PIX en células CR de la retina de un pato. Panel izquierdo: reaccién PCR frente al gen PIX
en ADN gendmico de células pIX. Carga de gel de izquierda a derecha: 1 marcador kb (Invitrogen); PCR en ADN
gendémico de CRplX; control sin patrén; control positivo con plasmido utilizado en la transfeccion de CRplX. Panel
derecho: prueba Western Blot para la deteccion de proteina pIX en células CRplX. Linea 1: 293 células; linea 2:
proteina pIX en células CRplX.

Figura 12: mantenimiento estable del transgén PIX en células de retina de pato. Panel superior izquierdo: MCX y
DXS son alicuotas independientes de un clon CRpIX cultivado durante > 3 meses en paralelo y sin seleccion.
Transcurridos tres meses, se utilizé el PCR TagMan para contar los nimeros de copia de E1B y del transgén PIX en
MCX y DXS. Puesto que el transgén E1B se mantiene independiente del PIX, la proporcion de los dos genes es una
indicacion de mantenimiento del transgén PIX. La proporcion no cambié entre MCX y DXS. Ademas, la proporcion
de ARNm del PIX con respecto al ARNm del E1B tampoco cambio, y el ARNm del PIX superaba al del E1B, lo cual
indica la expresion del PIX. Panel derecho: Las células MCX y CR.HS parentales (negativas en PIX) fueron
cultivadas con o sin presion selectiva de higromicina durante 2 semanas (indicadas por la barra negra en el gje x).
En varios momentos, el ADN genémico fue aislado (indicado por "A", "B" y "C") y sometido a cuantificacion TagMan
(inferior izquierda). Mientras que las células parentales murieron a causa de la higromicina, las células MCX
sobrevivieron. La proporcion de transgenes permanecio constante, lo cual indica de nuevo un mantenimiento estable
del transgén PIX también en presencia de una presion selectiva. El tiempo de duplicacion de las células parentales
es de aproximadamente 32 h, pero sélo de 41 horas para las células MCX.

Figura 13: efecto PIX sobre la replicacion de MVA en células CS. Las células CS y CSplX fueron infectadas con MVA
y estudiadas en términos de replicacion del MVA 48 y 72 horas después de la infeccion.
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El rendimiento del MVA era notablemente mayor en las células CS positivas en PIX. Asimismo, tal y como se
desprende de forma evidente en la microimagen de contraste de fases, el efecto citopatico aparecia retardado para
las células CSplX a 48 horas. No obstante, ambos cultivos son susceptibles a los virus en niveles similares, puesto
gue la lisis completa resulta evidente a las 72 horas tras la infeccion.

Figura 14: efecto de PIX sobre la replicaciéon de MVA en células CR. Las células CR y CRpIX en suspensién fueron
infectadas con diversas multiplicidades y de acuerdo con diferentes densidades de células de siembra. El
rendimiento del MVA se evalu6 transcurridas 48 horas desde la infeccion, y se muestra en el eje y.

El tamafio de las burbujas muestra las densidades de las células de siembra. Las burbujas llenas muestran valores
para las células CRpIX, mientras que las blancas muestran los valores para las células parentales. En todas las
configuraciones, el PIX confiere un claro incremento en los niveles de amplificacion del MVA.

Figura 15: distribucion subcelular de la PIX-GFP en células de pato. La PIX etiqguetada con GFP aparece en algunos
puntos citoplasmicos brillantes y en la tincién citoplasmatica difusa, que excluye en gran medida al nicleo. Otros
clones muestran una tincién citoplasmatica difusa mas sélida, asi como una acumulacién mas intensa justo fuera del
nucleo.

Figura 16: distribucion subcelular de variantes de la PIX-GFP en células CHO. Para investigar los cambios inducidos
de la distribucion de la PIX en las células se generaron variantes de fusion, incluyendo la insercion de un lugar de
localizacion nuclear (NLS) y la fusion con respecto al receptor de &cido retinoico alfa, una proteina celular que ya
contiene un NLS. Se muestran células CHO transfectadas de forma transitoria con plasmidos de expresion para las
variantes de la PIX-GFP.

Figura 17: efecto de induccion de interferén en presencia de PIX. Las células CSplX y CRpIX fueron tratadas con
poli I: poli C, un conocido inductor de respuesta del interferén I, y se compararon con las células parentales. Las
células CSplX reaccionaron con mayor sensibilidad al poli I:poli C que las células CS. Las células CRpIX y CR
reaccionaron de forma comparable y en menor escala que las células CS.

Figura 18: efecto de la infeccion del MVA y de la induccion de interferon en presencia de PIX-GFP. Las células
CSp9GFP y CRp9GFP fueron tratadas con poli I:poli C e infectadas con MVA de acuerdo con una MOI de 0,1, tal y
como se indicd. Una vez més, las células derivadas de las CS reaccionaron con mayor fuerza ante la induccion del
interferén. Sorprendentemente, los cuerpos PIX brillantes parecen descender en nimero en el momento de la
induccién o la infeccién en ambas lineas celulares, mientras que la intensidad de sefial general de la PIX-GFP se
incrementa. Ademas, el efecto de la induccion poli I:poli C se mejora en el momento de la infeccién paralela con
MVA, tal y como indica el mayor nimero de células CS que siguen siendo adherentes 22 horas después del
tratamiento.

Descripcion detallada de la invencién

El método de la forma de realizacién (1) de la invencién utiliza una célula de expresién que ha integrado en su
genoma un gen que codifica la proteina pIX y que presenta las siguientes propiedades:

1. Modula la transcripcién y, especialmente si estd unida a los moduladores o reguladores adecuados, también
influye sobre el crecimiento celular.

2. Mejora la productividad de la linea celular en lo que respecta a la producciéon de un virus que no contenga
dicha proteina PIX (es decir, la proteina PIX no es un sustituto del 5.5.2011 para una proteina eliminada en el
virus) y/o en relacién con la produccién de una proteina que difiera de dicha proteina reguladora.

Segun una forma de realizacion de la invencion, la proteina reguladora heteréloga es la proteina pIX del serotipo 5
del adenovirus, mientras que en otras formas de realizacion la proteina se obtiene a partir de un adenovirus con un
serotipo diferente.

Las proteinas de fusién son particularmente preferidas, a saber, proteinas de fusién que cuenten, por lo menos, con
un primer dominio que conste de una proteina PIX tal y como se ha definido anteriormente en la presente memoria
Yy, por lo menos, con un segundo dominio que conste de una proteina o de un péptido que actie como modulador de
transcripcion. En una forma preferida de realizaciéon de la invencion, dicho modulador de transcripcién es un factor
de transcripcién que incluye el receptor de acido retinoico alfa, que puede estar presente en forma completa o
incompleta (es decir, truncada). El modulador también puede ser un péptido de transito que incluya secuencias NLF,
como por ejemplo la que se muestra en la SEC ID n.%: 21. Segun la invencion, los primer y segundo dominios estan
unidos entre si mediante enlace covalente, ya sea directamente o a través de un vinculador de péptidos. Los
vinculadores de péptidos adecuados incluyen estructuras flexibles e hidrofilicas, como poli gli-ser.

Los términos "célula" y "linea celular", tal y como se utilizan en la siguiente descripcion detallada, hace referencia a
células de expresion/lineas celulares de expresién y a células huésped/lineas celulares huésped.
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Segun la invencion, resulta preferido que la proteina PIX aparezca expresada en la célula en una cantidad de por lo
menos 1 pg/ug de proteina celular, y preferentemente en una cantidad de por lo menos 10 pg/ug de proteina celular,
de tal forma que su expresion puede determinarse mediante la prueba Western Blott.

En la célula de la PIX, la proteina estara preferentemente bajo el control de un promotor homdélogo o heterdlogo
estable. Los promotores adecuados son los promotores celulares constitutivos o variantes de éstos, como el
promotor de elongacion de translocacion humana de factor 2. Una variante concreta del promotor de elongacién de
translocacion humana de factor 2 utilizado en la invencién presenta la secuencia mostrada en la SEC ID n.%: 12. La
secuencia que aparece representa una version "corta" del promotor, ubicado en el cromosoma humano
19:3,935,325-3,936,638 (estructura del genoma humano, mayo de 2004), y proporciona una expresion estable de
nivel medio. Para una expresion mas fuerte, debe utilizarse una versién "mas larga" del promotor ubicado en el cr19:
3,935,349-3,938,957 (estructura del genoma humano, mayo de 2004).

Segun la invencién, la célula es una célula de vertebrado, incluyendo células de mamiferos y de aves. Las células de
mamiferos adecuadas son células humanas, y entre las células de roedores se incluyen las de los ratones, ratas,
hamster, etc. Segun la invencion, las células especialmente preferidas procedentes de mamiferos son las células
derivadas del cerebro humano, particularmente del cerebro fetal humano, o bien una célula NSO o Sp2/0 de raton,
asi como una célula BHk o CHO. Las células adecuadas de las aves son las células procedentes de patos, pollos,
codornices y gansos. Las células de aves especialmente preferidas, segln la invencién, son células derivadas de
una célula procedente de la retina o de los somitas de un pato.

Por otra parte, la célula de la invencion puede obtenerse a partir de una célula primaria o de una célula previamente
inmortalizada. Ademas, la célula puede transportar genes (virales) inmortalizadores adicionales, incluyendo una
proteina E1 de un adenovirus, como la proteina E1 del mastadenovirus grupo C, tipo 5, y similares. Segun la
presente invencion, resulta especialmente preferido que la célula traslade, ademas, el gen E1A y/o E1B del
adenovirus mostrado en la SEC ID n.°: 5.

La célula utilizada en el método de la forma de realizaciéon (1) de la invencion puede ser portadora ademas de
secuencias funcionales, como por ejemplo secuencias necesarias para su aplicacion como célula de expresion,
como secuencias de marcador de seleccion, sitios donadores/aceptores de empalme y/o secuencias de
reconocimiento de recombinasa, que permiten la integracion de una secuencia de acido nucleico objetivo para poder
ser expresada en la célula, etc.

La "infeccion”, "transfeccion" y "transformacion” llevadas a cabo en el método de las formas de realizacion(1), (10) y
(12) de la invencion podran llevarse a cabo de acuerdo con procedimientos estandar conocidos por los expertos en
la materia. Los métodos mencionados pueden incluir fases de seleccidon adecuada, aislamiento y expansion, si fuera
necesario.

En el método de la forma de realizacién (1), el virus objetivo incluye virus de tipo salvaje, mutados o eliminados, virus
adaptados al frio o atenuados, cepas para vacuna, vectores virales con gen(es) heterélogo(s), vectores virales como
lentivirus, poxvirus, virus adenoasociados (aav), herpesvirus y flavivirus.

Ademas, en el método de la forma de realizacion (1), la proteina o proteinas objetivo incluyen anticuerpos, proteinas
recombinantes como eritropoyetina, alfa-1-antitripsina, factores VIl y IX de coagulacion de la sangre e interferones,
antigenos virales como HA y NA de la gripe y, ademas, proteina M, HBV-S, proteina G del herpes y G de la rabia,
hormonas peptidicas y similares. Aunque el método permite la produccién de células que pueden presentar una
expresion contemporanea de mas de una proteina objetivo, se prefiere particularmente que codifique so6lo una
proteina objetivo.

El cultivo y el aislamiento del método de la forma de realizacién (1) de la invencion pueden llevarse a cabo de
acuerdo con los procedimientos estandar conocidos por el experto en la materia. Dicho método, ademas, puede
incluir etapas de purificacién estandar, asi como etapas de modificacion posteriores del virus objetivo o de la(s)
proteina(s) objetivo(s).

En lo que respecta a las formas de realizacion preferidas de las lineas celulares de expresién y lineas celulares
huésped de la forma de realizacion (9), se hace referencia a la detallada exposicién proporcionada anteriormente en
la presente memoria en relacion con la forma de realizacion (1).

La linea celular NCST11#34 fue depositada en DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, MascheroderWeg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania, el 4 de noviembre de 2005, con el nimero de registro
DSM ACC2744. La linea celular CR.PIX (17all b) fue depositada en DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, MascheroderWeg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania, el 24 de noviembre
de 2005, con el nimero de registro DSM ACC2749.
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La invencion se explicar4 con mayor detalle a partir de los siguientes ejemplos, proporcionados a titulo no limitativo
de la presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: desarrollo de la linea celular NC5T11

La linea celular se desarroll6 a partir de una combinacion de células de cerebro fetal mediante inmortalizacion con
genes 5 E1 Ay B de adenovirus mediante transfeccidn no viral.

Se tom6 una muestra de tejido de la zona periventricular del cerebro de un feto tras un aborto inducido. Se
disecciond con tijeras y se homogeneizé por aspiracion con una pipeta para cultivo tisular en un medio de cultivo
neuronal basado en DEMEM/F12, con un contenido de 20 ng/ml de hFGF (Invitrogen, Carlsbad, CA 92008, EE.UU.),
20 ng/ml de hEGF (Invitrogen), 1x N2 de suplemento (Invitrogen) y 8 pg/ml de heparina (Sigma Aldrich, St. Louis,
EE.UU.). Las células se sedimentaron a 200 g durante 3 min. La viabilidad de éstas se evalud utilizando azul de
tripano y yoduro de propidio mediante un citdmetro de flujo (BD Biosciences, Jose, CA 95131, EE.UU.). La viabilidad
fue del 75%. O,5x106 células fueron sembradas en frascos T25. Las células se incubaron a 37°C y un 5% de CO,.
Las células formaron neuroesferas en el dia 5 del cultivo. Las neuroesferas se muestran en la figura 1 A. El dia 6,
las células fueron transferidas a DMEM/F12 con un suplemento del 5% de FCS para permitir la unién y estimular la
proliferacion. Las células formaron una monocapa homogénea, tal y como se muestra en la figura 1B, y fueron
objeto de pasaje con arreglo a la proporcion 1:5 una vez a la semana. Este cultivo de células neurales primarias fue
denominado NC5.

Tras 2 semanas en un medio que contenia suero, las células fueron transfectadas con el vector p79 en placas de 6
pocillos subconfluentes utilizando Effectene (Qiagen, 40724 Hilden, Alemania) como reactivo de transfeccion, de
acuerdo con las instrucciones de los fabricantes. El pldsmido p79 contiene los siguientes elementos: el pBluescript
(Stratagene, EE.UU.) hace las veces de esqueleto de plasmido, en el que el marcador de resistencia a la ampicilina
fue sustituido por el gen de resistencia a la kanamicina impulsado por un promotor bacteriano, que permite el
crecimiento y la seleccion en E.coli. El vector contiene un fragmento de adenovirus salvaje tipo 5 (SEC ID n.°: 5), que
contiene los marcos de lectura abiertos para el E1A (variantes de empalme 13S y 12S, con o sin el dominio CR3
respectivamente) y el E1B 55k y 19k, asi como secuencias en direccion ascendente con respecto al E1A. El gen
E1A es precedido por el promotor de la fosfoglicerato quinasa (ratén). Las secuencias de adenovirus son seguidas
por la sefial de poliadenilacion procedente del gen de la timidina quinasa del virus del herpes simple, que sirve como
sustitucion de la sefial de poliadenilacion del E1B. Los elementos se obtuvieron a partir de los respectivos
organismos o procedentes de plasmidos de donantes mediante PCR; se clonaron utilizando técnicas convencionales
de ADN recombinado y se verificaron mediante secuenciacion. Dos dias después, las células de transfeccién fueron
tripsinizadas y trasladadas a una placa de 10 cm. Dos semanas después, se habian formado focos de pequefias
células con una elevada proporcion nucleo/citoplasma vy limites claramente distinguibles (figura 1C) en las células
transfectadas, pero no en las tratadas de forma simulada. A partir de la 11.% transfeccién, se aislaron ocho focos
independientes con tripsina utilizando cilindros de clonacion (Corning, EE.UU.), se sembraron en pocillos de una
placa de 24 pocillos y se expandieron mediante placas de 12 pocillos y placas de 6 pocillos a frascos T25. Todos los
focos aislados contenian dos tipos de células: pequefias células con bordes definidos y fibroblastos extendidos como
células.

Tres semanas después de la transfeccion, 15 clones adicionales se hicieron visibles en la transfeccién T11, algunos
de los cuales podian haberse originado a partir de células restantes de los clones primarios ya aislados.

Los clones T1la.l y T11la.6 mostraron el crecimiento mas rapido, y fueron criopreservados en DMEM/F12, un 10%
de DMSO y un 25% de suero 8 semanas después de la transfeccion. En este momento, todos los clones seguian
conteniendo una parte de células con citoplasma amplio, que se asemejaba al fenotipo primario. No obstante, con
una relacion de separacién de 1:5 en los casos del T1la.1l y el T1la.6, crecieron de forma desmedida y se
eliminaron aproximadamente 3 meses después de la transfeccion. Se llevaron a cabo experimentos de
inmunofluorescencia para asociar la morfologia modificada con la expresion del E1A y el E1B. Tras la fijacion con
metanol, las células fueron tratadas con anticuerpos de rata, dirigidos contra E1A y E1B 55k respectivamente,
seguidos por anticuerpos rojo de Texas antirrata conjugados. Tal y como se muestra en la figura 2, todas las células
de la muestra presentan una tincion nuclear tipica del E1A y una tincién citoplasmica en el caso del E1B.

Tres meses después de la transfeccion, los clones T1la. 1 y T11a.6 fueron trasladados al medio libre de suero
ProPER (Cambrex, Bélgica) sembrando 1,6x10° células tras un tratamiento con tripsina. Las células eran recogidas
por centrifugacioén, y el medio se cambiaba mediante centrifugacion una vez a la semana. La poblacion de células
sobrevivié, pero incluso seis meses después de la transfeccion las células seguian mostrando poca viabilidad y
crecieron con un elevado tiempo de duplicacion de 60-80 h.

Cuando las células fueron trasladadas de nuevo al DMEM/F12 con un 5% de FCS tras 3 meses en medio ProPER,
se habia formado un cultivo homogéneo y altamente viable para ambos clones, con un tiempo de duplicacion de 40
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horas. El T1la.1 fue seleccionado como el clon celular mas sélido para experimentos posteriores, y recibié el
nombre de NC5T11 (fig. 1D)

Ejemplo 2: establecimiento del clon NCST11puro #8

La produccién de proteinas en una linea celular depende de la eficiencia de los métodos de transfeccién y seleccion.
La idoneidad de los marcadores de seleccion utilizados habitualmente, como G418, puromicina, higromicina,
blasticidina, MTX o histidina para el NC5T11 era desconocida. En una primera fase de evaluacion se comprobaron
diferentes reactivos de transfeccién disponibles en el mercado, como Lipofectamine (Invitrogene), Fugene (Roche,
Alemania), Polyfect (Qiagen) y Effectene, de acuerdo con los protocolos de los fabricantes. El plasmido pEGFP-N1
(Clonetech, EE.UU.), que expresa el gfp procedente del promotor del CMV humano, se utiliz6 para determinar la
eficacia de la transfeccion pasajera. La mayor eficacia se obtuvo con Effectene (Qiagen), con el cual se alcanz6 un
20-50% dependiendo de la densidad celular al aplicarla sobre células adherentes con crecimiento en DMEM/F12 con
un 10% de FCS.

Para comprobar los genes del marcador de seleccidn, se construyeron vectores de expresion con el gen humano
alfa-1-antitripsina (aat) bajo el control del promotor del CMV humano, seguido por la sefial de la hormona del
crecimiento bovino PolyA y el respectivo marcador de seleccion controlado por un promotor débil. Mas
especificamente, para comprobar la seleccién de puromicina, se utilizé el vector C55, que contiene el gen de
resistencia a la puromicina, impulsado por el promotor del PGK humano y seguido por la sefial de poliadenilacién
temprana de SV40.

Posteriormente, las células de transfeccién se sembraron en DMEM/F12 con un 5% de FCS y con un contenido de
0,75 pg/ml de puromicina, y se seleccionaron durante 3 semanas con un cambio de medio semanal. Se gener6 un
conjunto de clones y se verificd la expresion mediante inmunofluorescencia, utilizando un anticuerpo policlonal
antialfa-1-antitripsina de cabra (Innogenetics, EE.UU.) seguido por un anticuerpo secundario de conejo anticabra
etiquetado con biotina y con un conjugado de estreptavidina-rojo de Texas.

Para aislar clones de células individuales, se sembraron 10.000 células del conjunto de clones en una placa de 15
cm. Tras 4 semanas, los clones fueron aislados utilizando cilindros de clonacién (Corning), y los clones #1, 2,7, 8, 9
y 10 fueron analizados para determinar la expresion aat. Mas especificamente, las células se sembraron de acuerdo
con una concentracion de 7x10” células en placas de 12 pocillos, y se determiné el nimero de células y la expresion
aat. Los niveles calculados de productividad especifica celular se recogen en la figura 3. El clon NC5T11puro #8
muestra una productividad especifica por encima de 100pg/ célula-dia, y fue seleccionado para desarrollos
posteriores.

Ejemplo 3: cambio del NC5T11 y del NC5T11puro #8 al medio de produccion y andlisis de expresién en el cultivo de
lotes del agitador

La velocidad de crecimiento tanto del NC5T11 como del NC5T11puro #8 en el medio ProPER (Cambrex) se redujo
aproximadamente a la mitad en comparacion con el medio con contenido de suero. Por tanto, se comprob6 Xcell
VPRO (JRH Biosciences) como alternativa. La adaptacion se llevo a cabo mediante la siembra directa de 4,5x10°
células en 5 ml de EXCELL VPRO en un frasco T25. Transcurridas 2 semanas, el crecimiento celular se reanud6 y
se establecid una relacion de separacion de 1:3. Como siguiente etapa, ambos clones se adaptaron al crecimiento
en presencia de tensién de cizallamiento. Las células se sembraron en 12 ml de EXCELL VPRO en una
concentracion de 6x10* células/ml en tubos agitadores de polipropileno de 50 ml (TPP, Suiza), sometidos a rotacion
con un radio de 1 cm y una velocidad de 160 rpm. Tras repetidos pasajes, se llevaron a cabo andlisis del lote para
determinar las densidades celulares maximas y la acumulaciéon de producto durante las fases de crecimiento
exponencial y estacionario. Se hicieron las siguientes observaciones: el clon NC511puro mostré una alta viabilidad,
que se mantuvo por encima del 70% hasta el dia 18. La densidad celular maxima no superaba el 1x10°. La
acumulacién de productos continud durante la fase estacionaria (fig. 5). Se concluyé como necesario el desarrollo de
medios especificos o una mejora celular adicional para asi lograr una elevada densidad celular comparable a la
obtenida con células CHO. Posiblemente, esto desembocara en un notable incremento en los titulos del producto.

Ejemplo 4: construccién de la proteina de fusién pIX-RARA y vectores de integracién tanto para pIX-RARA como
para pIX

Las secuencias PIX y del receptor de &cido retinoico alfa (RARA) del adenovirus se obtuvieron mediante PCR a
partir del adenovirus de tipo 5 y del ADN genédmico humano respectivamente, utilizando cebadores.

AACCAGCGCTACCATGAGCACCAACTCGT (SEQIDn°  :6)
AATGGTGGCAACCGCATTGGGAGGGGAGG (SEQ ID n.°: 7) para PIX y
CCAATGCGGTTGCCACCATTGAGACCCAGA (SEQ ID n.°: 8)
AAGGAGCGCTGGCGAGGGCTGTGTCCAT (SEQ ID n.°: 9) para RARA.

PwbdE
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Ambos fragmentos se amplificaron por separado. Un solapamiento entre los cebadores 2 y 3 permitié conectar
ambos fragmentos mediante PCR utilizando los cebadores 3 y 4. El gen de fusién se cloné en el vector
pEFpromhyg, y proporciond la secuencia pEFpIXRARA. Este vector contiene el promotor del factor 2 de elongacién
humano, ubicado en chr 19:3,935,325-3,936,638 (estructura del genoma humano, mayo de 2004; SEC ID n.°: 12).
Contiene elementos ascendentes y el primer intrén del gen EF2. El coddn de inicio natural del EF2, ubicado a 5' con
respecto al primer intrén, fue suprimido por mutagénesis. En el vector, pEFpromhyg, la secuencia del EF2 es
seguida por el Unico lugar de restriccion (Afel) utilizado para la insercion de pIX-RARA. Un sitio interno de union al
ribosoma tras el sitio del AF1 permite la expresion del gen de resistencia a la higromicina como un segundo marco
de lectura abierto en un ARN unido con pIX-RARA. Esta configuracion actia como elemento de respaldo de la
expresion pIX-RARA en todas las células resistentes a la higromicina.

El gen para wt pIX fue amplificado utilizando cebadores AACCAGCGCTACCATGAGCACCAACTCGT (SEQ ID n.©:
10) y ACCGAGCGCTTGTTTTAAACCGCATTGG (SEQ ID n.°: 11), y se integré en el sitio Afe del pEFpromhyg en
lugar del pIX-RARA para generar pEFplX.

Ejemplo 5: modificacién de las lineas celulares NCST11 y NC5T11 puro n.° 8 con el gen PIX y la proteina de fusiéon
P1X-receptor de acido retinoico

Los clones de células NC5T11 y NC5T11puro #8 fueron elaborados para su transfeccion en placas de 6 pocillos
mediante la siembra de 1,3x10° células/pocillo en DMEM/F al 12,5% de FCS. El plasmido F67 (pEFpIXRARA) y el
plasmido F76 (pEFpIX) se linealizaron con la enzima de restriccion Asp700 (Roche) y se transfectaron tras la
precipitacion de etanol mediante Effectene (Qiagen): el ADN se mezclé con 16 pl de potenciador y en 200 pl de
amortiguador EC. Tras 2 minutos a temperatura ambiente, se afadieron 18 pl de Effectene, y se permitié la
formacion de liposomas durante 10 minutos a temperatura ambiente. La mezcla de transfeccion se afiadié de
acuerdo con un volumen de 1 ml de cultivo sobre células sembradas hasta una confluencia del 80% en placas de 6
pocillos el dia anterior. La alta eficacia de la transfecciéon se confirmé con una transfeccion paralela de pEGFP-N1
(Clontech, Palo Alto, CA 94303-4230, EE.UU.). Un dia después de cambiar el medio de transfeccion a DMEM/F12
con el 10% de FCS y 75 6 100 ug/ml (NC5T11) y 50 pg/ml (NC5T11puro #8), se afiadié higromicina. El medio de
seleccion fue sustituido dos veces por semana. Tras 18 dias, 15-20 clones claros se hicieron visibles en cada uno de
los pocillos. Los grupos de clones fueron tratados con tripsina, y se continu6 la seleccion durante dos semanas mas.
Los grupos de clones se comprobaron para determinar la expresion de PIXRARA mediante RTPCR. Con el cebador
2 se detecté una fuerte sefial en la mayor parte de grupos de clones, mientras que con los cebadores 1 y 4 se
detectd una sefial mas débil. Para aislar clones de células individuales, se sembraron 10.000 y 1.000 células del
conjunto de clones en placas de 15 cm. Transcurridas 4 semanas, los clones fueron aislados mediante cilindros de
clonacion (Coming). En el caso de los clones derivados de la transfeccién del F76, se aplicé una estrategia diferente.
Los grupos de clones fueron tratados con tripsina, transferidos a un tubo agitador de 50 ml en EXCELL VPRO con
un contenido de 75 ug/ml de higromicina y, tras 2 semanas de cultivo en suspension, 2000 células viables fueron
mezcladas con una matriz de clones de 12 ml (Genetix, Reino Unido), sembradas en una placa de seis pocillos
(Greiner; 2 ml/pocillo) y sometidas a una recoleccién automatizada de las colonias (clonepixFL, Genetics, Reino
Unido). Los clones derivados de la célula NC5T11puro #8 recibieron nimeros comprendidos entre el 10 y el 21. Los
clones originados a partir de la célula NC5T11 recibieron nimeros entre el 34 y el 45, y los clones transfectados con
pEF2PIX fueron denominados NC5T11PIXA- NC5T11PIXE. Los clones fueron comprobados para determinar la
presencia del vector respectivo mediante PCR. En la figura 6 se recoge una prueba inicial utilizando los cebadores 1
y 2. Todos los clones con una sefial positiva experimentaron un cambio de orientaciéon hacia el crecimiento en
ExCEIl VPRO. La readaptacion se llevo a cabo mediante la siembra directa de 4,5x106 células en 5 ml de EXCELL
VPRO en un frasco T25. Tras 6 semanas en cultivo estacionario, las células fueron trasladadas a tubos agitadores
de polipropileno de 50 ml (TPP, Suiza), con una densidad de siembra de 6x10” células/ml en EXCELL VPRO, con un
volumen total de 12 ml y sometidas a rotacién, con un radio de 1 cm y una velocidad de 160 rpm. Los clones #10,
12, 14 (NC5T11puro #8pIXRARA); 34, 43 (NC5T11 pIXRARA); y NC5T11PIXB y NC5T11PIXC fueron seleccionados
por tener la més alta viabilidad en presencia de tension de cizallamiento. Los clones #34, 43 y NC5T11PIXC fueron
clonados de nuevo y analizados para determinar la estabilidad del ADN integrado. La estabilidad se evaluo
determinando la proporcién de genes entre PIX y E1B, puesto que E1A+E1B y pIXRARA fueron introducidos en
transfecciones diferentes, y los genes E1 fueron introducidos y se han mantenido en ausencia de seleccién durante
> 2 afios, por lo que se les considera integrados de forma estable. EIl ADN gendmico fue aislado de los clones
celulares seleccionados en 2 momentos: inmediatamente después de parada para la seleccion de higromicina
(pronto); después de 2 meses ante la ausencia de presion derivada de la seleccién (tarde). Los niveles de ADN PIX
y E1B se determinaron mediante PCR en tiempo real (ABI 7000, CYBR Green) en 2 concentraciones de ADN. En la
figura 7 se muestran ejemplos de esta evaluacion. El vector pEF2PIXRARA se mantiene de forma estable en los
subclones #34 y 43, con aproximadamente 0,4-0,6 copias de PIXRARA por E1B. El clon NCST11PIXC contiene
originalmente 4 copias de pIX por E1B. Este nimero se reduce a la mitad durante el transcurso del experimento.
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Ejemplo 6: crecimiento del NC5T11 pX-RARA dependiente del acido retinoico

El acido retinoico (RA) es un inductor de la diferenciacion celular. La diferenciacion suele estar asociada a un
crecimiento celular reducido. La respuesta ante el RA depende de la expresion del receptor retinoico alfa, un factor
de transcripcion activado por RA. El RA tiene un gran efecto sobre la PML (leucemia promielocitica), revirtiendo el
fenotipo transformado mediante la detencién del crecimiento.

Tal y como se muestra en la figura 8, el tratamiento de RA con una concentracion de 6 pg/ml no tuvo ningun efecto
sobre el crecimiento del NC5T11 ni del clon NC5T11puro #8 con expresiéon de alfa-1-antitripsina. No obstante, el
crecimiento de los clones 14 (NC5T1lpuro #8pIXRARA) y 34 (NC5T11 pIXRARA) se detuvo mediante un
tratamiento con 6 pg/ml durante 5 dias en un cultivo adherente en DMEM/F12 con un 5% de FCS.

Ejemplo 7: PIXRARA evita la inhibicion de la replicacién de los virus mediante interferén

Las células NC5 T11 y NC5T11 #34 fueron sembradas en placas de 6 pocillos de acuerdo con una concentracion de
8,Ox105 células/pocillo en DMEM/F12 con un 5% de FCS. Transcurridas 12 horas, se afiadi6 interferon beta (rebif 44
de Serono) a los pocillos, en una concentracion de 1 y 8 Ul/ml. Transcurridos 30 minutos, las células tratadas con
interferén y las células de control tanto de la NC5 T11 como de la NC5T11 n.° 34 estaban infectadas con el virus de
la encefalomiocarditis (EMCV), con una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,004. Transcurridas 24 horas, se
recogieron los cultivos y se congelaron a -80°C para fraccionar las células. Esta suspension se descongelé y se
aclar6 mediante centrifugacion, con 800 x g durante 10 min. Los lisados fueron sometidos a titulacion de virus por
andlisis de placas sobre células A549: resumiendo, las células A549 se sembraron en placas de 24 pocillos y
crecieron hasta alcanzar la confluencia, fueron incubadas durante 30 minutos con lisados aclarados diluidos entre 10
y 2x10° veces, cubiertos con agarosa de baja gelificacion tipo VII al 0,2% en RPMI con un 10% de FCS e incubados
a 37°C durante 24 h. La capa de agarosa fue aspirada, las células se fijaron con glutaraldehido al 2% en PBS
durante 20 min. a 20°C, se lavaron con agua y se incubaron durante 30 min. a temperatura ambiente con solucion
Kristallviolett al 1% en etanol al 50% para asi contar las placas de virus. Los resultados que se muestran en la figura
9 demuestran que la replicacion del EMCV es bastante ineficaz en células NC5T11, y que es altamente sensible al
tratamiento con interferén antes de la infeccién. A 8 Ul/ml no existe ningun virus viable que pueda recuperarse del
cultivo. Por el contrario, la replicacion del virus en la NC5T11 #34 so6lo resulta ligeramente afectada por el
tratamiento con interfer6n. Ademas, incluso ante la ausencia de IFN exdgeno, se observa un namero superior de
titulos para la NC5T11 #34. Los fendbmenos muestran procesos de vacunacion modelo habituales, puesto que
muchas cepas de vacunacién inducen una respuesta IFN en células productoras con una via IFN intacta; la infeccion
en una multiplicidad de infeccién (MOI) baja preferida en procesos de produccion puede provocar la secrecion de
IFN, lo cual puede desembocar en un bloqueo de la replicacion de virus de células que no se habian infectado
inicialmente. Por tanto, la expresion de PIX puede permitir una mayor produccion de virus titulados, empezando por
una MOI baja.

Ejemplo 8: simulacién de produccién de proteinas mediante pIX-RARA

La NCST11puro #8pIXRARA con el vector F67 y la alfa-1-antitripsina se compararon con el clon inicial NC5T11puro
#8 en su capacidad de producir alfa-1-antitripsina en un ensayos de los lotes del agitador. Las células se sembraron
en EXCELL VPRO (JRH Biosciences) en una concentracion de 6x10* células/ml en tubos agitadores de
polipropileno de 50 ml (TPP, Suiza), con un volumen total de 12 ml y sometidos a rotacion con un radio de 1cm y
una velocidad de 160 rpm. El cultivo continudé hasta el dia 22. Ademas de las células en suspensién, se formé un
anillo de grupos de células adheridos a la pared del tubo. Las células de estos grupos conservaron una viabilidad
superior al 70% a lo largo del proceso. Debido a que la disociacion de estos grupos mediante tripsina o acutasa
(PAA) no tuvo éxito, no se determind la cinética de crecimiento ni las densidades celulares maximas. Las muestras
se tomaron los dias 9, 13 y 22, mientras que los titulos se determinaron mediante el andlisis ELISA para la
cuantificacion de alfa-1-antitripsina. En la figura 10 se muestran los resultados.

Ejemplo 9: generacién de células de retina de pato gue expresan plX

La linea celular CR, derivada de células primarias procedentes de retina de pato e inmortalizada de acuerdo con las
directrices de riesgo definidas, esta descrita en otro documento (solicitud de patente WO05042728, plasmido 60E-
células de retina transfectadas). Las células fueron cultivadas en medio DMEM:F12 (Invitrogen, Carlsbad, CA 92008,
EE.UU.) complementado con suero fetal bovino al 5% (Biochrom AG, 12213 Berlin, Alemania) a 39°C y un 7,5% de
C0,. Para el pasaje, las células fueron brevemente tratadas con TrypLE Express (Invitrogen). El plasmido 76F
pEFPIXI se linealizé con las enzimas de restriccion Ssp | y Xmn | (ambas de New England Biolabs, Beverly, MA
01915-5599, EE.UU.), y se purifico de acuerdo con una concentracién de 400 ng/ul por cromatografia de afinidad
(equipo de extraccion de gel de Qiagen, 40724 Hilden, Alemania). 5ul (2 ug) del ADN purificado fueron transfectados
en células CR con los reactivos Effectene (Qiagen): el ADN se mezcldé con 16 ul de potenciador y en 200 ul de
amortiguador EC. Tras 2 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 18 ul de Effectene y se permitid la
formacion de liposomas durante 10 minutos a temperatura ambiente. La mezcla de transfeccion se afiadié de
acuerdo con un volumen de 1 ml de cultivo sobre células sembradas hasta una confluencia del 80% en placas de 6
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pocillos el dia anterior. La alta eficacia de la transfeccion se confirmé con una transfeccion paralela de pEGFP-N1
(Clontech, Palo Alto, CA 94303-4230, EE.UU.).

Los cultivos transfectados de pIX se trasladaron a frascos T75 para su expansion tres dias después de la
transfeccion, y la seleccion se inicié con 25 pg/ml de higromicina B (Invitrogen). El medio fue sustituido una vez por
semana con higromicina B, con un aumento de concentracion hasta los 50 Ng/ml. Transcurridas tres semanas, un
total de cuatro grandes focos habian sobrevivido, y se procedié a sembrarlos de nuevo en un frasco T25: las células
fueron liberadas con TrypLE y recogidas con 100 x g durante 10 min., suspendidas de nuevo en medio nuevo y
vertidas en un frasco T25.

Cuatro semanas después de la transfeccion, las células de un cultivo subconfluente en un frasco T25 fueron
liberadas con TrypLE en 5 ml de DMEM:F12 con un 5% de FCS. 2 ml de esta solucion se mezclaron con el medio
n.° 63032-1000M (JRH Biosciences, KS 66215, EE.UU.), un medio libre de componentes derivados de animales y
destinado al mantenimiento de los cultivos en suspension. Se afiadié higromicina B a razén de 50 pg/ml. EI ADN
gendmico fue aislado a partir de 2 ml del cultivo y sometido a PCR con respecto al transgén pIX mediante los
cebadores V293 y V294. El control negativo fue facilitado a través de una reaccion paralela sin ADN, mientras que el
control positivo se efectu6 mediante una reaccion paralela con el plasmido 76F. El producto PCR esperado que se
recoge en la figura 11 (panel izquierdo) pone de manifiesto la insercion estable del transgén plX en las células CR,
denominadas "CRplX".

La expresion de la proteina PIX fue confirmada mediante la prueba Western Blott: 6x10° células fueron fraccionadas
mediante ebullicién (20 mM de Tris, pH 7,4, 300 mM de NaCl, Na-desoxicolato al 1%, Triton® X-100 al 1%, SDS al
0,1%), y la proteina se separ6 mediante electroforesis en gel para ser trasladada posteriormente a una membrana
de nailon. La PIX se detect6 con el anticuerpo primario pIX (un generoso regalo del Dr. W. Seidel, Ernst-Moritz-
Arndt-Universitat Greifswald, Alemania), y posteriormente reacciond con un anticuerpo secundario dirigido contra el
anticuerpo anterior y etiquetado con fosfatasa alcalina.

La sefal del tamafio esperado de la figura 11 (panel derecho) confirma la expresion de la pIX en células CRpIX. No
existia ninguna sefial en el control negativo de 293 células preparadas en una reaccion paralela.

Las células fueron cultivadas en el medio #63032-1000M para dos pasajes adicionales, y posteriormente fueron
trasladadas al medio #14561-1000M (también de JRH Biosciences) para otros dos pasajes adicionales. Todos los
medios de JHR estaban suplementados mediante 1 x con Glutamax | (Invitrogen) y 100 ug/ml de higromicina B.

Con el segundo pasaje en el medio n.° 14561-1000M, una pequeiia fraccion (aproximadamente 2% de un cultivo en
suspension de 5 ml) volvio a suspenderse de forma meticulosa en medio DMEM:F12 con FCS y a verterse en una
placa de Petri de 15 cm de didmetro. Transcurridos 6 dias, once focos fueron retirados a cavidades individuales de
una placa de 12 pocillos y conservados en medio DMEM:F12 con FCS. Para el traslado de los clones, el medio fue
aspirado y los discos de clonacion (Sigma, MO, EE.UU.) remojados en TrypLE, aplicado brevemente y de forma
directa sobre los clones y, posteriormente, trasladado a las cavidades llenas de medio. Los clones individuales se
expandieron para llevar a cabo experimentos adicionales y para determinar las propiedades de crecimiento.

Para analizar el mantenimiento de la PIX en las células transfectadas de forma estable, se procedid a aislar el ADN
genomico de 1x10° células con el equipo QlAamp DNA Blood (Qiagen), y el nimero de moléculas E1B y PIX se
determiné en 25 ng y 50 ng de ADN gendmico en una reaccion ABI 7000 TagMan mediante la quimica de deteccion
de SYBR Green (ABI). Los cebadores utilizados para la cuantificacion fueron gTggTTgCTTCATgCTAgTg ((SEC ID
n.%:13) y TCTTCAgCAggTgACAQTTg (SEC ID n.%:14) para E1B, ACCTACgAgACCgTgTCTg (SEC ID n..:15) y
gAgCCgTCAACTTQTCATC (SEC ID n.°:16) para PIX. Puesto que el E1B fue introducido de forma independiente y
debe mantenerse para que las células sobrevivan, este gen hace las veces de marcador interno para normalizar el
namero de copias PIX y la fuerza de la expresion génica.

La figura 12 pone de manifiesto un mantenimiento estable del transgén PIX en células CR en suspension, incluso
ante la ausencia de presion de seleccion. También demuestra que las células positivas en PIX experimentan un
descenso en la velocidad de crecimiento. Se pudo observar de forma sistematica una reduccion en la proliferacion
de todas las células (de aves y de humanos) en el momento de la transfeccion estable con un plasmido con
expresion PIX, lo cual demuestra un impacto de la proteina PIX sobre la bioquimica de la célula huésped. Ademas,
se aprecia una tendencia en las células CR adherentes y positivas en PIX que consiste en evitar el crecimiento en
capas confluyentes (aumento de la inhibicion del contacto).

Ejemplo 10: generacién de células de somitas de pato que expresan plX

La linea celular CS es obtenida a partir de de somitas embrionales, que también se describen en la solicitud de
patente W005042728. La generacion de células CS positivas en PIX se llevé a cabo en paralelo al procedimiento
anteriormente descrito para la linea CR. Al contrario que en el caso del CRpIX, no se establecieron cultivos en
suspension para el CSplX. La dependencia estricta del anclaje es una caracteristica de las células CS. Una célula
gue no experimente proliferacion en suspension puede considerarse menos tumorigénica, puesto que el potencial

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2380975 T3

para desarrollar metastasis resulta notablemente perjudicado. La proteina PIX no cambia esta propiedad en las
células CS. Por tanto, aunque tenga un efecto pleotrépico, esta proteina parece no afectar al fenotipo de
transformacion. Esta observacién respalda el supuesto de que la PIX puede aplicarse de forma segura en los
procesos biofarmacéuticos.

Ejemplo 11: efecto PIX sobre la replicacién de MVA en células CS

Las células CS transfectadas de forma estable para la expresion PIX y las células CS parentales como referencia se
sembraron en una placa de 6 pocillos de acuerdo con una concentracion de 2x10° células/cavidad, y se infectaron
con MVA de acuerdo con una MOI de 0,1 el dia siguiente. Las imagenes para documentar las diferencias en el
avance del CPE se tomaron a las 48 y a las 72 horas tras la infeccién. El rendimiento del virus en el sobrenadante
48 horas tras la infeccion y el rendimiento completo (sobrenadante junto con granulo de célula lisada) 72 horas tras
la infeccion se determinaron en un ensayo con microfoco. En la figura 13 se muestran los resultados: la presencia de
PIX en las células CS parece demorar la aparicion del CPE a las 48 horas tras la infeccion en comparacion con la
referencia parental. A las 72 horas tras la infeccion, ambos cultivos estdn completamente lisados, lo que sugiere que
las diferencias en el alcance del CPE no se deben a una mezcla de células refractarias de MVA y susceptibles a
dicho MVA en la poblacién de CS.PIX.

Segun los datos de los que se dispone, nunca se ha comprobado ninguna célula positiva en PIX para determinar un
virus diferente al adenovirus cognado.

Ejemplo 12: efecto de PIX sobre la replicacién de MVA en células CR

El efecto positivo de la proteina PIX también se cuantifico en las células CR. Al contrario que en las células CS, las
células CR estan adaptadas a la suspension. Los cultivos en suspension se prefieren para muchas aplicaciones
industriales. Por este motivo, determinamos el efecto PIX en un sistema con estas caracteristicas en contraposicion
a un cultivo adherente.

En el caso de las células CR, el efecto de respaldo de la PIX no es tan pronunciado como en las células CS, aunque
se pueden observar de forma sistematica altos niveles de titulos relativos al MVA. Los rendimientos del MVA se
optimizaron en una serie de experimentos, y se determind que eran mayores 48 horas después de la infeccion en
densidades celulares medias. La figura 14 muestra una comparacion del clon en suspension CR.HS (seleccionado a
partir de varios clones como la linea celular con mayores rendimientos del MVA) y de la linea celular PR.MCX
PIX(+). El eje de abscisas indica la MOI (0,01, 0,05 6 0,1, respectivamente), mientras que el de ordenadas indica la
rotura, y el tamafio de las burbujas indica las densidades celulares (8, 2 6 0,8x10° células/ml, respectivamente). La
rotura es la relacion del virus saliente (o rendimiento) con respecto al virus entrante (el in6culo depende del nimero
de células y de la MOI) y, por tanto, es una medida de la eficacia de la amplificacion. En todas las configuraciones,
las lineas celulares PIX(+) superan a la linea PIX(-) en rendimiento.

Ejemplo 13: exclusién nuclear de la PIX

Se generd un gen de fusién PIX-GFP para comprobar la distribucion de la proteina PIX en las células madre y para
superar una actividad de unién débil del anticuerpo disponible: el plasmido 76F pEFPIXI fue tratado con las enzimas
de restriccion Acc | y Dra |, y los extremos fueron redondeados mediante polimerasa Klenow (todo procedente de
New England Biolabs, Beverly, MA 01915-5599, EE.UU.). Fuera del complejo patrén de bandas, el fragmento
deseado de 447 pb que contiene la secuencia de codificacién de la PIX fue aislado mediante la extraccién de gel de
agarosa (equipo de extraccion de gel de Qiagen, 40724 Hilden, Alemania). La enzima de restriccion del Dra |
reconoce el corte de la secuencia "ttTAAa" tras el ultimo residuo de timidina, donde el triplete central "TAA" es el
codén finalizador del marco de lectura abierto de la PIX. Por tanto, el fragmento de 447 pb esti desprovisto de un
codon finalizador. La fusién de este fragmento de acuerdo con el gen del EGFP en el plasmido pEGFP-N1 abierto
con Sma | (también de New England Biolabs) genera un gen de fusién continua de la PIX seguido del EGFP. El
plasmido resultante fue denominado p9GFP, mientras que la proteina de fusion expresada se denominara PIX-GFP
en este texto.

Las células CS y CR fueron transfectadas con p9GFP y seleccionadas con 300 ug/mL de geneticina (Invitrogen)
para una expresion estable de la PIX-GFP. En el transcurso de 2 semanas se observaron dos poblaciones con
diferente expresion PIX-GFP: una poblacion presentaba normalmente entre 2 y 5 puntos brillantes de PIX-GFP en el
citoplasma, mientras que la otra poblacion tenia una expresion mas uniforme de PIX-GFP en el citoplasma y una
acumulacion mas difusa de la sefial GFP en una regién proxima al ndcleo. En ambos casos, los nicleos celulares
aparecian como una region oscura, lo que apunta la posibilidad de que ninguna o muy pocas proteinas quiméricas
acceden al nucleo. En la figura 15 se muestran ejemplos representativos de ambos tipos de clones en CRpIXGFP.

De acuerdo con este resultado, se encuentra una secuencia de exportacion nuclear en el marco de lectura abierto
de la PIX mediante la aplicacion del algoritmo de bisqueda NetNES (Cour et al., Protein Eng. Des. Sel. 17, 527-536
(2004)) a la secuencia primaria de la PIX. ElI NES identificado por este programa es 313-
GCACAATTGGATTCTTTGACCCGGGAACTT-342 (SEQ ID n.°: 17) (traducido: AQLDSLTREL; SEC ID n.%: 18).
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Segun los datos de los que se dispone, esta es la primera vez que se ha descrito una sefial con estas caracteristicas
en la proteina PIX. En cambio, en la bibliografia especializada no se ha descrito una secuencia de localizacion
nuclear (NLS) para la PIX, y no se puede detectar una sefial con estas caracteristicas (por ejemplo, utilizando el
algoritmo suministrado por la Columbia University en http://cubic.bioc. Columbia.edu/cgi/var/nair/resonline.pi).

Por tanto, la localizacion citoplasmica de la PIX-GFP en las células de pato concuerda con la secuencia primaria de
la PIX.

Ejemplo 14: variantes de fusién de la PIX GFP

La sorprendente exclusién nuclear de la PIX GFP fue investigada mediante constructos adicionales de fusion de la
PIX. A partir del constructo p9GFP, anteriormente descrito, se derivd un plasmido de expresion PIX-GFP-NLS
mediante la insercion de los oligonucledtidos sintéticos i185 e i186. Estos oligonucle6tidos fueron desnaturalizados a
80°C durante 5 min., y se permitié que se hibridaran en 10 mM de MgCl; a través de un enfriamiento gradual hasta
alcanzar la temperatura ambiente para proporcionar:

5'-GATGTACAAAGATCCGAAGAAGAACCGCAAAGGTTAACGCGGCCGCAC-3' (SEQ ID n.°:19)
3-CTACATGTTTCTAGGCTTCTTCTTGGCGTTTCCAATTGCGCCGGCGTG-5' (SEQ ID n.°:20)

Este oligonucledtido de doble cadena fue digerido con BsrG | y Not |, e insertado en los mismos sitios del p9GFP.
Traducido, la insercion afiade una secuencia NLS (PKKNRK; SEC ID n.°: 21) a la proteina de fusiéon PIX-GFP que se
asemeja a la NLS del virus 40 de los simios. Un nuevo sitio Hpa | introducido con esta inserciéon sirve como
marcador de diagnostico para confirmar la clonacion satisfactoria. El plasmido resultante es denominado p9 GFP
NLS; la proteina expresada PIX-GFP-NLS y la codificacion del marco de lectura abierto para la proteina PIX-GFP-
NLS se muestran en las SEC ID n.%: 23y 22, respectivamente.

Una proteina de fusion PIX-RARA con etiqueta GFP fue generada mediante la amplificacion PCR de un fragmento
con contenido de PIXRARA y con cebadores EBR 44A (5-GGATCCTTCCTCCTCGGGCGGGTGT-3'; (SEQ ID n.°:
24), V293 (5'-AAC-CAGCGCTACCATGAGCACCAACTCGT 3'; SEC ID n.°: 25) y plasmido n.° 67F pEF PIX RARA
NEO como patron. El amplicon de 1926 pb fue tratado mediante el polinucleétido quinasa e insertado en el pEGFP-
C2 (Clontech), linealizado con EcoR | y redondeado con la enzima Klenow (todas las enzimas de New England
Biolabs). El plasmido resultante se denomina p9 GFP RARA, y la proteina expresada PIX GFP RARA.

La figura 16 muestra la distribucion intracelular de las diversas proteinas con etiqueta GFP en las células CHO
transfectadas de forma transitoria.

Ejemplo 15: PIX e interferén

Muchos virus inducen la respuesta inmunitaria celular innata a través del TLR-3 (receptor 3 de tipo Toll). El TLR-3
reconoce el ARN de doble cadena, un patron distintivo de la replicacién viral. Entre las funciones del TLR-3 se
encuentra la activacion del NFKB y del interferon de tipo | (Alexopoulou et al., Nature 413, 732-738 (2001)). El
interferén actia de mediador en un estado antiviral en la célula huésped. Se examiné el efecto de la induccion del
interferén a través de un ARN artificial de doble cadena, poli I:poli C (acido polinosinico-policitidilico, Sigma).
Sorprendentemente, las células CR y CRpIX mostraron muy poca sensibilidad poli I:poli C, mientras que las células
CS respondieron claramente al inductor. Inesperadamente, las células CS positivas en PIX respondieron mas rapido
y en menores concentraciones que las células CS parentales (fig. 17). Segun los datos de los que se dispone, en la
bibliografia especializada actual no se ha descrito ninguna conexion entre la PIX y el interferén.

El efecto de respaldo de la PIX en relaciéon con el MVA era mas intenso en las células CS que en las células CR,
mientras que las células CS respondian al sustituto del ARN de doble cadena mejor que las células CR. Es conocido
gue el MVA induce al interferén y que este virus también esta provisto de proteinas que mitigan la respuesta de
dicho interferén. De esta forma, se determiné el efecto del inductor poli I:poli C sobre el MVA en células CRp9GFP y
CSp9GFP. La figura 18 sugiere que las células infectadas por MVA sufren menos como consecuencia de la
induccion poli I:poliC que las células de control sin infectar. Esta observacion concuerda con el hecho de que el MVA
induce la respuesta inmune celular innata e interfiere en ésta, ademas de conectar con la observacion inesperada
respecto a que la PIX procedente de un adenovirus humano en células de ave coopera con proteinas antivirales de
un poxvirus altamente atenuado para aumentar el rendimiento de este Ultimo virus.
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Tyr

Leu

460

Arg

Ile

Gln

Gly

Ala
540

Val

445

Met

val

Gln

Pro

Ser

525

Thr

Arg

Lys

Ile

Glu

Gly

510

Cys

His

Lys

Ile

Thr

Met

495

Gly

Ser

Ser

Arg

Thr

Leu

480

Leu

Gly

Pro

Pro

ttatagtéag
gagtgccagc
acatattatc
gctgatcgaa
ccttcacgaa
ttcgcagatt
ttttcegeeg
ggagcagaga
tacctgccac
tgtgttagat
gaatacgggg
tgtctacagt
atttttettt
aaaggtcctg

accecgeegte

ctgacgtgta
gagtagagtt
tgccacggag
gaggtactgg
ctgtatgatt
tttccecgact
gcgceccggtt
gccttgggte
gaggctggcet
tatgtggagc
gacccagata
aagtgaaaat
taatttttac
tgtctgaacc

ctaaaatggc

gtgtatttat
ttctecteceg
gtgttattac
ctgataatct
tagacgtgac
ctgtaatgtt
ctccggagee
cggtttctat
ttccacccag
accccgggca
ttatgtgttc
tatgggcagt
agttttgtgg
tgagcctgag

gcctgctatce

acccggtgag
agccgcetcecg
cgaagaaatg
tccacctect
ggcccccgaa
ggcggtgcag
gcctcacctt
gccaaacctt
tgacgacgag
cggttgcagg
gctttgctat
gggtgataga
tttaaagaat
cccgagccag

ctgagacgcc

22

ttcctcaaga
acaccgggac
gccgcecagte
agccattttg
gatcccaacg
gaagggattg
tcececggecagce
gtaccggagg
gatgaagagg
tcttgtcatt
atgaggacct
gtggtgggtt
tttgtattgt
aaccggagcce

cgacatcacc

ggccactctt
tgaaaatgag
ttttggacca
aaccacctac
aggaggcggt
acttactcac
ccgagcagcc
tgatcgatct
gtgaggagtt
atcaccggag
gtggcatgtt
tggtgtggta
gattttttta
tgcaagacct

tgtgtctaga

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

900



gaatgcaata
cacccggtgg
caggctgtgg
tgtaaacgcc
tttgctgaat
gtgttaaatg
tctgacctca
gaacagagct
aagttagtct
tgtggtgagc
atcaagactt
tttataaagg
ctggccatgc
tcegteegec
€ggcggcggc
atgttgtaca
atgggcaggg
ctaggaatct
agatcaagga
agctgaccac
caaaggtggc
attgttgcta
cctttagatg
ttatgaatgt
accttatcct
ccgatgtaag
ccaaaagcag
ctgagggtaa
tgaaaagcgt
ctcagatgct

gccactctceg

gtagtacgga
tceccgetgtg
aatgtatcga
ccaggccata
gagttgatgt
gggcgggget
tggaggcttg
ctaacagtac
gcagaattaa
tgtttgattc
tggatttttc
ataaatggag
atctgtggag
cggcgataat
aggagcagag
ggtggctgaa
gctaaagggg
agcttttagce
taattgcgct
ttactggctg
acttaggcca
catttctggg
tagcatgata
aaggtttact
acacggtgta
ggttcggggce
ggcttcaatt
ctccagggtyg
ggctgtgatt
gacctgctcg

caaggcctgg

ES 2380975 T3

tagctgtgac
ccccattaaa
ggacttgctt
aggtgtaaac
aagtttaata
taaagggtat
ggagtgtttg
ctcttggttt
ggaggattac
tttgaatctg
cacaccgggg
cgaagaaacc
agcggttgtg
accgacggag
cccatggaac
ctgtatccag
gtaaagaggg
ttaatgacca
aatgagcttg
cagccagggg
gattgcaagt
aacggggccg
aatatgtggc
ggccccaatt
agcttctatg
tgtgcctttt
aagaaatgcc
cgccacaatg
aagcataaca
gacggcaact

ccagtgtttg

tcecggtecett
ccagttgccg
aacgagcctg
ctgtgattgc
aagggtgaga
ataatgcgcc
gaagattttt
tggaggttte
aagtgggaat
ggtcaccagg
cgcgctgegg
catctgagcg
agacacaaga
gagcagcagce
ccgagagccg
aactgagacg
agcggggggc
gacaccgtcc
atctgctggce
atgattttga
acaagatcag
aggtggagat
cgggggtgct
ttagcggtac
ggtttaacaa
actgctgcetg
tctttgaaag
tggectcecega
tggtatgtgg
gtcacctgct

agcataacat

23

ctaacacacc
tgagagttgg
ggcaaccttt
gtgtgtggtt
taatgtttaa
gtgggctaat
ctgctgtgcg
tgtggggctc
ttgaagagct
cgcttttcca
ctgctgttgce
gggggtacct
atcgccetget
agcagcagga
gcctggaccec
cattttgaca
ttgtgaggct
tgagtgtatt
gcagaagtat
ggaggctatt
caaacttgta
agatacggag
tggcatggac
ggttttcctg
tacctgtgtg
gaagggggtg
gtgtaccttg
ctgtggttgc
caactgcgag
gaagaccatt

actgacccgce

tcctgagata
tgggcgtcge
ggacttgagc
aacgectttg
cttgcatggc
cttggttaca
taacttgctg
atcccaggca
tttgaaatcc
agagaaggtc
ttttttgagt
gctggatttt
actgttgtct
ggaagccagg
tcgggaatga
attacagagg
acagaggagg
acttttcaac
tccatagagce
agggtatatg
aatatcagga
gatagggtgg
ggggtggtta
gccaatacca
gaagcctgga
gtgtgtcgcee
ggtatcctgt
ttcatgctag
gacagggcct
cacgtagcca

tgttccttge

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760
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15

20

25

30

35

40

45

50

atttgggtaa caggaggggg
tattgcttga gcccgagagce
tgaagatctg gaaggtgctg
gtggcggtaa acatattagg
ccgatcactt ggtgctggece
attgaggat

<212>ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
aaccagcgct accatgagca ccaactcgt

<210>7
<211> 29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 7
aatggtggca accgcattgg gaggggagg

<210>8
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
ccaatgcggt tgccaccatt gagacccaga

<210>9
<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 9
aaggagcgct ggcgagggct gtgtccat

<210> 10

<211> 29

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> cebador

<400> 10

aaccagcgct accatgagca ccaactcgt

<210> 11

ES 2380975 T3

gtgttcctac

atgtccaagg
aggtacgatg
aaccagcctg

tgcacccgeg

29

29

30

28

29

cttaccaatg
tgaacctgaa
agacccgcac
tgatgctgga

ctgagtttgg

24

caatttgagt
cggggtgttt
caggtgcaga
tgtgaccgag

ctctagcgat

cacactaaga
gacatgacca
ccctgcgagt
gagctgaggc

gaagatacag

2820

2880

2940

3000

3060

3069



<211> 28
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

ES 2380975 T3

5 <223> cebador
<400> 11
accgagcgct tgttttaaac cgcattgg 28
10 <210> 12
<211> 1313
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 12
15
cccgagatge ccagcttcta ttctagagcg ccgecgccgge geccgaatggg ttaacgggcg 60
gggggacacg cctccgtgcg cttgegecgge gtcccttege cccgecttcg cagcgcagte 120
acatgacccg cccaaccggc gtccgectat aaaaagctga gtgttgacgt cagcgttcte 180
ttcecgeecgte gtegecgecca tecteggege gactcgette tttcggttet acctgggaga 240
atccaccgcc atccgccaac gcgacagata tcaggtgagt aaccctgcecct cgctggtgcece 300
ccggagcgge ggcggggcct ccgecggggcce tacgctgect agcctgggac gctggggecce 360
cccgtgeccag gaggagacgt agcggeggcg gggccggagg acccggggct ggggaagegg 420
ccgccgcecat gtctgtgece atgtctgtgce gcecgegetgt tcaccgagec ctttctceccegt 480
ttccgaggge gccataacct tgcccagacc tggttggage tgggttgtta gcggggatgg 540
gggtggggaa tgatgatgtg gcaggcgtag taatggcggg caccgcecggtg gaagcgggga 600
gacagggagg cgccttatgt aacccgeggg ccgcgagttt gagatcgatt ttctgecggg 660
ggactagggg cggcagggaa tggcagaacg agcaaagcga cacctgaaag gctccccttt 720
tccttccaaa taccttctee tgatgetgtt aatcgtcgac cttaggcact tgtccttect 780
atgactccca gatgtacaaa gactcttatt gagacacgag gtgtaggctt gtggcagtta 840
gggccgttee ggcteccecegt tatttcecctgg ggtgggtgge cttgtctgat cccgtttgece 900
aaggggtgac cttgcatttt atgatgaagc ttcttgctcg gggaagtttg ggtggcccgg 960
tgacaacgtg gagggggctt taggagagga ttcatccctt acgtgtttgg ccccaaatga 1020
gactttagta tttgtacctg gtatcaagga aatctgttga cactcagttt tattcctgag 1080
cacttttatt tctgggttgt caatcatgaa tgacacctat taacggtggt tccttggaga 1140
ttgcggggtg getcttaagg ggtgttaggc tggcaagatt cggtgggctt ggggcacccc 1200
agcaccaacc ccctcecetgge cttgggcatg ctggttegtt tggactgaac gctccgtgcece 1260
atgctgtgtt cctggaaatc acgagctggt ctgagcctce ttgtcttgcc cag 1313
<210> 13
<211>20
20 <212> ADN

25
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20

25

30

35

40

45

50

55

60

<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 13
gtggttgctt catgctagtg 20

<210> 14
<211> 20

<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> cebador

<400> 14
tcttcagcag gtgacagttg 20

<210> 15
<211> 19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 15
acctacgaga ccgtgtctg 19

<210> 16
<211> 19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
gagccgtcaa cttgtcatc 19

<210> 17
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> secuencia NES

<400> 17
gcacaattgg attctttgac ccgggaactt 30

<210> 18
<211> 10
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> secuencia NES

<400> 18

Ala Gln Leu Asp Ser Leu Thr Arg Glu Leu

1 5

ES 2380975 T3
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35

40

45
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<210> 19
<211> 48
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> Secuencia NLS

<400> 19
gatgtacaaa gatccgaaga agaaccgcaa aggttaacgc ggccgcac 48

<210> 20
<211> 48
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> secuencia NLS

<400> 20
ctacatgttt ctaggcttct tcttggegtt tccaattgeg ccggegtg 48

<210> 21
<211>6
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> secuencia NLS

<400> 21

Pro Lys Lys Asn Arg Lys
1 5

<210> 22
<211> 1185
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> proteina de fusion pIX-GFP_NLS

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1185)

<400> 22

atg agc acc aac tcg ttt gat gga agc att gtg agc tca tat ttg aca 48
Met Ser Thr Asn Ser Phe Asp Gly Ser Ile Val Ser Ser Tyr Leu Thr
1 5 10 15

acg cgc atg ccec ceca tgg gec ggg gtg cgt cag aat gtg atg ggc tce 96
Thr Arg Met Pro Pro Trp Ala Gly Val Arg Gln Asn Val Met Gly Ser
20 25 30

27



agc
Ser

tac
Tyr

gct
Ala
65

tte
Phe

gat
Asp

gaa
Glu

tct
Ser

gtc
vVal
145

cce
Pro

gtg
Val

aag
Lys

gtg

att
Ile

gag
Glu
50

tca

Ser

ctg
Leu

gac
Asp

ctt
Leu

gce
Ala
130

gcc
Ala

atc
Ile

tcc
Ser

tte
Phe

acc

gat
Asp
35

acc
Thr

gcc
Ala

agc
Ser

aag
Lys

aat
Asn
115

ctg

Leu

ace
Thr

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile
195

acc

ggt
Gly

gtg
val

gct
Ala

ccg
Pro

ttg
Leu
100

gtc
val

aag
Lys

atg
Met

gtc
Val

gag
Glu
180

tge
Cys

ctg

cgc
Arg

tct
Ser

gca
Ala

ctt
Leu
85

acg

Thr

gtt
Val

gct
Ala

gtg
val

gag
Glu
165

ggc
Gly

ace
Thr

acc

cce
Pro

gga
Gly

gcce
Ala
70

gca

Ala

gct
Ala

tct
Ser

tcc
Ser

agc
Ser
150

ctg
Leu

gag
Glu

acc
Thr

tac

gtc
Val

acg
Thr
55

ace

Thr

agc
Ser

ctt
Leu

cag
Gln

tcc
Ser
135

aag
Lys

gac
Asp

ggc
Gly

ggc
Gly

ggc

ES 2380975 T3

ctg
Leu
40

ccg
Pro

gce
Ala

agt
Ser

ttg
Leu

cag
Gln
120

cct

Pro

agc
Gly

ggc
Gly

gat
Asp

aag
Lys
200

gtg

ccC
Pro

ttg
Leu

cgc
Arg

gca
Ala

gca
Ala
105

ctg

Leu

cce
Pro

gag
Glu

gac
Asp

gce
Ala
185

ctg
Leu

cag

gca
Ala

gag
Glu

999
Gly

gct
Ala
90

caa

Gln

ttg
Leu

aat
Asn

gag
Glu

gta
Val
170

acc
Thr

cce
Pro

tgc

28

aac
Asn

act
Thr

att
Ile
75

tcc

Ser

ttg
Leu

gat
Asp

gcg
Ala

ctg
Leu
155

aac
Asn

tac
Tyr

gtg
Val

tte

tct
Ser

gca
Ala
60

gtg
Val

cgt
Arg

gat
Asp

ctg
Leu

gtt
val
140

ttc
Phe

ggc
Gly

ggc
Gly

ccce
Pro

agc

act
Thr
45

gce
Ala

act
Thr

tca
Ser

tct
Ser

cgc
Arg
125

tgg
Trp

acc
Thr

cac
His

aag
Lys

tgg
Trp
205

cgc

acce
Thr

tce
Ser

gac
Asp

tcce
Ser

ttg
Leu
110

cag

Gln

gat
Asp

999
Gly

aag
Lys

ctg
Leu
190

ccce
Pro

tac

ttg
Leu

gce
Ala

ttt
Phe

gcc
Ala
95

acce

Thr

cag
Gln

cca
Pro

qtg
Val

tte
Phe
175

acc
Thr

acc
Thr

cCcC

ace
Thr

gce
Ala

gct
Ala
80

cgce

Arg

cgg
Arg

gtt
val

ccg
Pro

gtg
Val
160

age
Ser

ctg
Leu

cte
Leu

gac

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672



10

val

cac
His
225

gtc
Val

cgc
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln
305

gac
Asp

ggc
Gly

tece
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr
385

Thr
210

atg
Met

cag
Gln

gcc
Ala

aag
Lys

gag
Glu
290

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

gce
Ala

gag
Glu
370

aaa
Lys

<210> 23

<211> 394
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

Thr

aag
Lys

gag
Glu

gagq
Glu

ggc
Gly
275

tac
Tyr

aac
Asn

agc
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu
355

ttc
Phe

gat
Asp

Leu

cag
Gln

cge
Arg

gtg
val
260

ate
Ile

aac
Asn

ggc
Gly

gtg
val

cce
Pro
340

age

Ser

gtg
val

ceqg
Pro

Thr

cac
His

acc
Thr
245

aag
Lys

gac
Asp

tac
Tyr

atc
Ile

cag
Gln
325

gtg
val

aaa
Lys

acc
Thr

aag
Lys

<223> Constructo sintético

<400> 23

Tyr

gac
Asp
230

atc
Ile

tte
Phe

tte
Phe

aac
Asn

aag
Lys
310

cte
Leu

ctg
Leu

gac
Asp

gcce
Ala

aag
Lys
390

Gly
215

ttc
Phe

tte
Phe

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser
295

gtg
val

gce
Ala

ctg
Leu

cce
Pro

gcc
Ala
375

aac
Asn

val

ttc
Phe

tte
Phe

ggc
Gly

gag
Glu
280

cac
His

aac
Asn

gac
Asp

ccc
Pro

aac
Asn
360

999
Gly

cgc
Arg

ES 2380975 T3

Gln

aag
Lys

aag
Lys

gac
Asp
265

gac
Asp

aac
Asn

ttc
Phe

cac
His

gac
Asp
345

gag
Glu

atc
Ile

aaa
Lys

Cys

tcec
Ser

gac
Asp
250

acc
Thr

gge
Gly

gtc
val

aag
Lys

tac
Tyr
330

aac

Asn

aag
Lys

act
Thr

ggt
Gly

Phe

gce
Ala
235

gac

Asp

ctg
Leu

aac
Asn

tat
Tyr

atc
Ile
315

cag
Gln

cac
His

cge
Arg

ctc
Leu

taa

Ser
220

atg
Met

ggc
Gly

gtg
val

atc
Ile

atc
Ile
300

cgc
Arg

cag
Gln

tac
Tyr

gat
Asp

ggc
Gly
380

Arg

cce
Pro

aac
Asn

aac
Asn

ctg
Leu
285

atg
Met

cac
His

aac
Asn

ctg
Leu

cac
His
365

atg
Met

Tyr

gaa
Glu

tac
Tyr

cge
Arg
270

gg9g9
Gly

gcc
Ala

aac
Asn

acc
Thr

agc
Ser
350

atg
Met

gac
Asp

Pro

ggce
Gly

aag
Lys
255

atc
Ile

cac
His

gac
Asp

atc
Ile

cce
Pro
335

acc

Thr

gtc
val

gag
Glu

Asp

tac
Tyr
240

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu
320

atc
Ile

cag
Gln

ctg
Leu

ctg
Leu

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1185

Met Ser Thr Asn Ser Phe Asp Gly Ser Ile Val Ser Ser Tyr Leu Thr

1

5

10

15

Thr Arg Met Pro Pro Trp Ala Gly Val Arg Gln Asn Val Met Gly Ser

29



Ser

Tyx

Ala

65

Phe

Asp

Glu

Ser

vVal

145

Pro

vVal

Lys

val

His

225

val

Arg

Ile

Glu

50

Ser

Leu

Asp

Leu

Ala

130

Ala

Ile

Ser

Phe

Thr

210

Met

Gln

Ala

Asp

35

Thr

Ala

Ser

Lys

Asn

115

Leu

Thr

Leu

Gly

Ile

195

Thr

Lys

Glu

Glu

20

Gly

Val

Ala

Pro

Leu

100

val

Lys

Met

Val

Glu

180

Cys

Leu

Gln

Arg

Val
260

Arg

Ser

Ala

Leu

85

Thr

val

Ala

Val

Glu

165

Gly

Thr

Thr

His

Thr

245

Lys

Pro

Gly

Ala

70

Ala

Ala

Ser

Ser

Ser

150

Leu

Glu

Thr

Tyr

Asp

230

Ile

Phe

val

Thr

55

Thr

Ser

Leu

Gln

Ser

135

Lys

Asp

Gly

Gly

Gly

215

Phe

Phe

Glu

ES 2380975 T3

Leu

40

Pro

Ala

Ser

Leu

Gln

120

Pro

Gly

Gly

Asp

Lys

200

val

Phe

Phe

Gly

25

Pro Ala

Leu Glu

Arg Gly

Ala Ala
90

Ala Gln
105

Leu Leu

Pro Asn

Glu Glu

Asp Val

170

Ala Thr
185

Leu Pro

Gln Cys

Lys Ser

Lys Asp

250

Asp Thr

265

30

Asn

Thr

Ile

75

Ser

Leu

Asp

Ala

Leu

155

Asn

Tyr

val

Phe

Ala

235

Asp

Leu

Ser

Ala

60

val

Arg

Asp

Leu

Val

140

Phe

Gly

Gly

Pro

Ser

220

Met

Gly

Val

Thr

45

Ala

Thr

Ser

Ser

Arg

125

Trp

Thr

His

Lys

Trp

205

Arg

Pro

Asn

Asn

30

Thr

Ser

Asp

Ser

Leu

110

Gln

Asp

Gly

Lys

Leu

190

Pro

Tyr

Glu

Tyr

Arg
270

Leu

Ala

Phe

Ala

95

Thr

Gln

Pro

val

Phe

175

Thr

Thr

Pro

Gly

Lys

255

Ile

Thr

Ala

Ala

80

Arg

Arg

Val

Pro

Val

160

Ser

Leu

Leu

Asp

Tyr
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REIVINDICACIONES

1. Método para preparar un virus objetivo no adenoviral 0 una o0 mas proteinas objetivo que no estén relacionadas
con el adenovirus, comprendiendo dicho método:

(a) cultivar una célula inmortalizada de expresion de vertebrado, que puede obtenerse infectando o transfectando
una célula huésped inmortalizada de vertebrado, con dicho virus objetivo, con un vector portador de secuencias
de acido nucleico que codifican dicho virus, o con un vector portador de secuencias de acido nucleico que
codifican dichas una o més proteinas objetivo, en el que dicha célula inmortalizada de expresién de vertebrado
presenta integrado en su genoma de manera estable un gen que codifica la PIX de adenovirus y que expresa
de manera estable dicha PIX de adenovirus; y

(b) aislar dicho virus objetivo no adenoviral o dichas una o mas proteinas objetivo.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que:

(i) la PIX de adenovirus se modifica mediante fusion con un factor de transcripcién, una proteina marcadora de
fluorescencia, una enzima, o un péptido de transito; y/o

(i) la PIX de adenovirus se expresa en la célula huésped y la célula de expresién en una cantidad de por lo menos
1 pog/ug de proteina celular; y/o

(iii) el gen que caodifica la PIX de adenovirus esta bajo el control de un promotor heterélogo u homoélogo estable.
3. Método segun la reivindicacién 2, en el que:

(i) dicho factor de transcripcion es el receptor de &cido retinoico alfa, dicha proteina marcadora de fluorescencia
es la GFP o DsRed, dicha enzima es LacZ o dicho péptido de transito es un NLS; y/o

(ii) el mencionado promotor es un promotor celular constitutivo.
4. Método segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que la PIX de adenovirus:

(i) presenta la secuencia como se representa en la SEC ID n°: 2;

(ii) esta fusionada con el receptor de acido retinoico alfa (RARA);

(iii) esta fusionada con la GFP y una secuencia NLS;

(iv) esta fusionada con la GFP; o

(v) esté fusionada con una secuencia NLS aislada.
5. Método segun la reivindicacion 4, en el que la PIX de adenovirus fusionada con el receptor de acido retinoico alfa
presenta la secuencia tal y como se representa en la SEC ID n°: 4, o en el que la PIX de adenovirus fusionada con
la GFP y una secuencia NLS presenta la secuencia tal como se representa en la SEC ID n°: 23.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que:

(i) la célula huésped y de expresién es portadora de genes (virales) inmortalizadores adicionales, incluyendo una
proteina E1 de un adenovirus; y/o

(i) la célula es portadora, ademas, de secuencias funcionales tales como secuencias de marcador de seleccion,
sitios donadores/aceptores de empalme y/o secuencias de reconocimiento de recombinasa, que permiten la
integracion de una secuencia de acido nucleico objetivo para ser expresada en la célula.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que:

(i) el virus objetivo es seleccionado de entre virus de tipo salvaje, mutado o eliminado, virus adaptado al frio o
atenuado, cepa de vacunay un vector viral; 0

(i) la proteina o proteinas objetivo son seleccionadas a partir de anticuerpos, proteinas recombinantes, antigenos
virales u hormonas peptidicas.

8. Método segln la reivindicacion 7, en el que el vector viral se selecciona de entre un lentivirus, un poxvirus, un
virus adenoasociado (aav), un herpesvirus o un flavivirus.
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9 Método segun la reivindicacion 8, en el que el poxvirus se selecciona de entre un virus de la viruela bovina
(cowpox), un virus de la viruela aviar (fowlpox) y un virus de la viruela del canario (canarypox).

10. Método segun la reivindicacion 9, en el que el virus de la viruela bovina es un virus vaccinia modificado de
Ankara (MVA).

11. Método segun la reivindicacion 7, en el que:

(i) las proteinas recombinantes se seleccionan de entre eritropoyetina, alfa-1-antitripsina, factores VIl y IX de
coagulacién de la sangre, e interferones; o

(i) los antigenos virales se seleccionan de entre HA o NA de la gripe, HBV-S, proteina G del herpes o proteina G
de la rabia.

12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la célula huésped y de expresién se obtiene a
partir del cerebro humano.

13. Método segun la reivindicacion 12, en el que la célula huésped y de expresién se obtiene a partir del cerebro
fetal humano.

14. Método segun la reivindicacién 13, en el que la célula huésped es una célula NC5T11#34 y la célula de
expresion se obtiene a partir de la célula NCST11#34, estando dicha célula NCST11#34 depositada en el DSMZ con
el nimero de registro DSM ACC2744.

15. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la célula huésped y de expresion es una
célula de ave.

16. Método segun la reivindicacion 15, en el que la célula huésped y de expresion es una célula de ave obtenida a
partir de la retina de pato o de somitas de pato.

17. Método segun la reivindicacién 16, en el que la célula huésped es una célula CR.PIX (17allb), y la célula de
expresion se obtiene a partir de la célula CR.PIX (17allb), estando dicho célula CR.PIX (17allb) depositada en el
DSMZ con el nUmero de registro DSM ACC2749.

18. Célula inmortalizada de expresion de un vertebrado para producir un virus objetivo no adenoviral, que:

(i) presenta integrado de manera estable en su genoma un gen que codifica la PIX de adenovirus y expresa de
manera estable dicha PIX de adenovirus; y

(i) estd infectada o transfectada con un virus objetivo no adenoviral o con un vector portador de secuencias de
acido nucleico que codifican dicho virus.

19. Célula inmortalizada de expresion de un vertebrado segun la reivindicacion 18, en la que:

() la PIX de adenovirus se modifica mediante fusion con un factor de transcripcion, una proteina de marcador de
fluorescencia, una enzima o un péptido de transito; y/o

(ii) la PIX de adenovirus se expresa en la célula huésped y la célula de expresion en una cantidad de por lo menos
1 pg/ug de proteina celular; y/o

(iii) el gen que codifica la PIX de adenovirus esta bajo el control de un promotor heterélogo u homaélogo estable.
20. Célula inmortalizada de expresion de un vertebrado segun la reivindicacion 19, en la que:

(i) dicho factor de transcripcién es el receptor de acido retinoico alfa, dicha proteina marcadora de fluorescencia
es la GFP o DsRed, dicha enzima es LacZ o dicho péptido de transito es un NLS; y/o

(i) dicho promotor es un promotor celular constitutivo.

21. Célula inmortalizada de expresién de un vertebrado segun las reivindicaciones 18 a 20, en la que el vector viral
se selecciona de entre un lentivirus, un poxvirus, un virus adenoasociado (aav), un herpesvirus y un flavivirus.

22. Célula inmortalizada de expresion de un vertebrado segun la reivindicacion 18, en la que la célula de expresion
es obtenida a partir del cerebro humano.
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23. Uso de la célula inmortalizada de expresion de un vertebrado segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 22
para preparar un virus objetivo no adenoviral.
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