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DESCRIPCIÓN 
 
Proteínas recombinantes de Parapoxvirus ovis y composiciones farmacéuticas a partir de las mismas. 
 
Campo de la invención  5 
 
La presente invención se refiere a polinucleótidos de Parapoxvirus ovis (PPVO) y a la utilización de los mismos solos 
o en combinación con otras sustancias, para la preparación de composiciones farmacéuticas. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
Es conocido que las infecciones víricas latentes y crónicamente persistentes pueden activarse o reactivarse 
mediante inmunosupresión, o a la inversa, que el sistema inmunitario suprime las enfermedades agudas que pueden 
estar causadas por un virus latente (por ejemplo una infección por virus herpes latente recurre como resultado de la 
inmunosupresión, en forma de vesículas en el labio en caso de estrés o la administración de cortisona). También es 15 
conocido que las infecciones víricas latentes crónicamente persistentes sólo pueden tratarse con dificultad o nada en 
absoluto utilizando sustancias antivíricas de bajo peso molecular convencionales. 
 
Se ha demostrado que los linfocitos T citotóxicos restringidos de clase I pueden inhibir la expresión génica del HBV 
hepatocelular en ratones transgénicos para HBV y que este proceso está causado por el TNF-α e IFN-γ. 20 
 
También es conocido que en el caso de infecciones víricas crónicamente persistentes, la superinfección por otro 
virus puede producir efectos antivíricos contra el virus crónicamente persistente. Se ha demostrado que este efecto 
depende de interferones tales como IFN-γ, así como de otras  citocinas y quimiociona, tales como el TNF-α, que son 
secretadas por los linfocitos T, los linfocitos citolíticos naturales y los macrófagos. 25 
 
BAYPAMUN®, un producto farmacéutico para inducir "inmunidad paraespecífica", es decir, un producto farmacéutico 
para inducir el sistema inmunitario inespecífico, se utiliza terapéutica, metafiláctica y profilácticamente para el 
tratamiento de animales que lo necesitan. BAYPAMUN® se fabrica a partir PPVO de la cepa D1701 inactivada 
químicamente (ver la patente alemana DE3504940). Los PPVO inactivados inducen en los animales protección no 30 
específica contra infecciones por los tipos más diversos de patógenos. Se cree que esta protección está mediada 
por diversos mecanismos en el sistema de defensa del propio cuerpo. Entre estos mecanismos se incluyen la 
inducción de interferones, la activación de linfocitos citolíticos naturales, la inducción de "actividad estimuladora de 
colonias" (CSA) y la estimulación de la proliferación linfocitaria. Las investigaciones anteriores sobre el mecanismo 
de acción han demostrado la estimulación de la interleucina-2 y el interferón-α. 35 
 
Los procedimientos para la producción de las composiciones farmacéuticas anteriormente indicadas se basan en la 
replicación de los virus en cultivos de células hospedadoras adecuadas. 
 
Un aspecto de la invención se refiere a la utilización de estructuras de tipo partícula que comprenden proteínas 40 
recombinantes de la invención. Estas estructuras de tipo partícula pueden ser, por ejemplo, proteínas de fusión, 
partículas recubiertas de proteína o partículas de tipo vírico. 
 
Los métodos para producir proteínas de fusión, partículas recubiertas con proteínas o partículas de tipo vírico que 
comprenden proteínas recombinantes de la invención son bien conocidos por el experto en la materia: Casal 45 
(Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 18:73-87, 2001) describe la utilización de sistema de expresión baculovíricos para la 
generación de partículas de tipo vírico. Ellis (Curr. Opin. Biotechnol. 7(6):646-52, 1996) presenta métodos para 
producir partículas de tipo vírico y la aplicación de adyuvantes adecuados. Roy (Intervirology 39(1-2):62-71, 1996) 
presenta estructuras de tipo virus particuladas manipuladas genéticamente y la utilización de las mismas como 
sistemas de administración de vacunas. Los métodos para producir proteínas de fusión también son bien conocidos 50 
por el experto en la materia (Gaudin et al., Gen. Virol. 76:1541-56, 1995; Hughson, Curr. Biol. 5(3):365-74, 1995; 
Uhlen et al., Curr. Opin. Biotechnol. 3(4):363-369, 1992). También es conocida por el experto en la materia la 
preparación de microesferas y nanoesferas recubiertas con proteína (Arshady, Biomaterials 14(1):5-15, 1993). Las 
proteínas pueden unirse a microesferas biodegradables (Cleland, Pharm. Biotechnol. 10:1-43, 1997) o unirse a otras 
microesferas de polímero (Hanes et al., Pharm. Biotechnol. 6:389-412, 1995), tales como, por ejemplo, polisacáridos 55 
(Janes et al., Adv. Drug Deliv. Rev. 47(1):83-97, 2001). 
 
La PPVO NZ2 es otra cepa de parapoxvirus que muestra efectos inmunoestimuladores al administrarse en forma 
inactivada en mamíferos. 
 60 
La técnica anterior describe la construcción de una biblioteca de expresión que representa aproximadamente 95% 
del genoma de PPVO NZ2 utilizando el virus Vaccinia lister para crear virus recombinantes que comprenden el 
genoma completo de Vaccinia lister y diversos fragmentos del genoma PPVO (Mercer et al., Virology 229:193-200, 
1997). Para la construcción de la biblioteca, se insertaron 16 fragmentos de ADN de PPVO de un tamaño medio de 
11,4 kb en el genoma de Vaccinia lister. Se localizó cada fragmento en los mapas de endonucleasas de restricción 65 
de PPVO, aunque sin caracterizarlo adicionalmente (figura 1). Se encontró que una parte mayor de los genes de 
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PPVO se expresaban en células infectadas por virus recombinante. Los autores también demostraron que la 
totalidad de las proteínas PPVO expresadas por algunos de los virus recombinantes de la biblioteca de expresión 
eran capaces de proporcionar protección frente al reto con PPVO virulento. La expresión de genes de PPVO de los 
virus recombinantes individuales ha sido demostrado mediante inmunofluorescencia e inmunoprecipitación (Mercer 
et al., Virology 229:193-200, 1997). 5 
 
La publicación Mercer et al., Virology 212:689-704, 1995, describe la secuenciación de los extremos de los 
fragmentos de endonucleasa de restricción clonados de la cepa NZ2 del virus orf y la utilización de las secuencias 
traducidas para la búsqueda en bases de datos de proteínas. Dicha publicación describe 32 genes de los 
fragmentos de la cepa NZ2 del virus orf que presentan homólogos en los genes del virus Vaccinia. La comparación 10 
del mapa génico del virus orf con los genes del virus Vaccinia demostraron que cada gen del virus orf y su 
contrapartida del virus Vaccinia se alineaban en el mismo orden y orientación en sus genomas respectivos. 
 
La tesis doctoral Friederichs 2001 (Untersuchungen zur Identifikation der immunstimulatorisch wirksamen 
Baypamun-Komponenten; Technische Universität Dresden, Fakultät Mathematic und Naturwissenschaften, 15 
Fachbereich Biologie, presentada por Dipl.-Biol. Sonja Maria Friederichs, defendido ante tribunal de tesis el 9 de julio 
de 2001) describe componentes inmunoestimuladores de Parapox ovis D1701. Se sometieron a ensayo los 
componentes inmunoestimuladores en un modelo de ratón Aujeszky. Aparte de lo anterior, el análisis de las cepas 
comparables de Parapox ovis NZ2 y NZ7 también mostró efectos inmunoestimuladores para dichos componentes. 
Concretamente, 4 de 16 fragmentos candidatos de NZ2 recombinantes (VVOV 215, 245, 285 y 330), pero no 20 
VVOV82, se describió que presentaban actividad inmunoestimuladora. 
 
Con el fin de identificar los componentes de PPVO que eran responsables de la actividad vacunadora de PPVO, se 
aplicó la biblioteca de expresión de Vaccinia lister/PPVO NZ2. 
 25 
Basándose en los antecedentes anteriormente proporcionados, resultaba deseable desarrollar composiciones 
farmacéuticas basadas en PPVO con eficacia antivírica y antitumoral así como con eficacia en la parainmunización y 
otros efectos terapéuticos deseables. También resultó deseable obtener una composición farmacéutica que 
ejerciese su efecto terapéutico completo, mostrando menos efectos secundarios. Además, resultaba deseable 
encontrar métodos para producir composiciones farmacéuticas basadas en PPVO en grandes cantidades y de 30 
maneras económicamente ventajosas. 
 
Dichos efectos deseables se han conseguido mediante la utilización sistemática de proteínas recombinantes 
seleccionadas de PPVO solas o en combinación con otras proteínas recombinantes de PPVO para la preparación de 
composiciones farmacéuticas para el tratamiento de los sujetos que lo requerían. 35 
 
Sumario de la invención 
 
La invención se refiere a polinucleótidos codificantes del genoma vírico PPVO, a fragmentos de polinucleótidos 
codificantes del genoma de PPVO y a polinucleótidos codificantes de marcos de lectura abierta (ORF) del genoma 40 
vírico de PPVO. 
 
El término "fragmentos" de un polinucleótido debe entenderse como polinucleótidos que presentan la misma 
secuencia de nucleótidos que partes contiguas del polinucleótido de longitud completa (el original). 
 45 
Los "fragmentos activos" son aquellos fragmentos del genoma de PPVO los productos de expresión de los cuales 
han demostrado ser farmacológicamente activos según la invención al insertarlos en el genoma de Vaccinia lister y 
expresarlos en un huésped adecuado. 
 
Mientras que se ha descrito la utilización del virus PPVO completo para la preparación de vacunas contra el reto de 50 
PPVO, la presente invención se refiere a la utilización de polinucleótidos codificantes del genoma vírico de PPVO y 
fragmentos seleccionados del genoma vírico de PPVO, solos o en combinación con otros, para la preparación de 
composiciones farmacéuticas mejoradas para el tratamiento de la hepatitis vírica. 
 
La utilización sistemática de fragmentos genómicos seleccionados de PPVO posibilita la producción de 55 
composiciones farmacéuticas que contienen menos (y que pueden no contener nada en absoluto) componentes 
inactivos (es decir, polinucleótidos y proteínas de PPVO) además de los componentes activos. 
 
Dichas composiciones farmacéuticas que contienen menos o que no contienen ningún componente inactivo 
adicional resultan generalmente preferidos por médicos y pacientes en comparación con las preparaciones 60 
biológicas menos bien definidas de material vírico inactivado. Además, la posibilidad de producir el producto 
recombinante en procedimientos de fermentación permite un modo de producción económicamente ventajoso. Es 
bien conocido por el experto en la materia que puede conseguirse un modo de producción económicamente 
ventajoso, por ejemplo mediante la utilización de organismos de producción de crecimiento rápido (organismos 
hospedadores), lo que también puede facilitar la utilización de un medio de cultivo poco exigente. Entre los 65 
microorganismos que pueden utilizarse ventajosamente como huéspedes para la producción de proteínas 
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recombinantes se incluyen, por ejemplo, aunque sin limitarse a ellos, Escherichia coli, Bacillus spec., 
Corynebacterium spec., Streptomyces spec., así como levaduras, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, Candida 
spec., Pichia spec., Hanselula spec. y hongos filamentosos, por ejemplo Aspergillus spec., Penicillium spec. y otros 
microorganismos adecuados. 
 5 
También pueden producirse proteínas recombinantes a partir de líneas celulares que expresan las proteínas de 
interés. Estas líneas celulares pueden ser líneas celulares de mamífero recombinantes, líneas celulares de insecto 
recombinantes (por ejemplo utilizando el sistema de transfección baculovírico) u otros sistemas de expresión 
adecuados. La transfección puede conseguirse mediante diversas técnicas conocidas por el experto en la materia, 
una de las cuales es la utilización de virus recombinantes tales como recombinantes de virus Vaccinia/PPVO 10 
(VVOV) descritos en los ejemplos. 
 
Descripción de la invención 
 
La invención se refiere a un fragmento purificado y aislado del genoma de PPVO con una secuencia que consiste de 15 
los nucleótidos 122616 a 136025 de la SEC ID nº 1 y a la utilización de los mismos para la preparación de 
composiciones farmacéuticas. 
 
Una proteína es cualquier polipéptido de por lo menos cinco aminoácidos. Una proteína recombinante es cualquier 
proteínas que se expresa en una célula, en la que se ha introducido el polinucleótido codificante utilizando 20 
tecnología de ADN recombinante. 
 
Un polinucleótido, en el significado utilizado en la invención, pretende comprender polirribonucleótidos y/o 
polidesoxirribonucleótidos. 
 25 
Pueden utilizarse composiciones farmacéuticas como agentes inmunoterapéuticos o inmunoprofilácticos para el 
tratamiento de inmunodeficiencias infecciosas. Pueden utilizarse para el tratamiento de la hepatitis vírica. Es un 
objetivo de la invención utilizar polinucleótidos con una secuencia que consiste de los nucleótidos 122616 a 136025 
de la SEC ID nº 01 de PPVO para la producción de composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento de la 
condición y enfermedad anteriormente indicada en seres humanos y animales. 30 
 
Las cepas víricas dadas a conocer en la presente memoria son PPVO NZ2 y homólogos, tales como las cepas 
D1701, NZ7, NZ10 y orf-11. También resulta posible utilizar polinucleótidos de la progenie de dichas cepas 
obtenidas mediante subcultivo y/o adaptación utilizando células específicas, tales como, por ejemplo, células WI-38, 
MRC-5 o Vero. 35 
 
Las proteínas recombinantes resultan eficaces para el tratamiento de enfermedades víricas, cáncer y otras 
enfermedades o condiciones en las que una respuesta inmunitaria de tipo Th1 resulta beneficiosa. Los resultados 
obtenidos también implican que los productos génicos de PPVO o partes de los mismos protegen a los hepatocitos 
expresantes de virus de la hepatitis (por ejemplo el virus de la hepatitis B, HBV, o el virus de la hepatitis C, HCV) 40 
frente al ataque inmunológico por linfocitos T CD8+ citotóxicos específicos del HBV o el HCV circulantes en la sangre 
debido a que los linfocitos T no abandonarán el flujo sanguíneo en el caso de que su antígeno específico no sea 
presentado por las células endoteliales del sinusoide hepático (LSEC, que separa anatómicamente los hepatocitos 
de los linfocitos T que pasan por el hígado con la sangre). La proteína recombinante que se deriva de los ORF 120-
R3 (pares de bases 122616 a 136025 pb, virus recombinante VVOV82) podría ser capaz de modular por 45 
disminución ("down-modulate") o evitar efectos secundarios, tales como la enfermedad hepática necroinflamatoria, 
en el caso de que se administren inmunoestimuladores, por ejemplo  citocinas o cualesquiera otros que incluyan las 
proteínas indicadas anteriormente, en, por ejemplo, pacientes de hepatitis, aunque no es parte del objeto de la 
invención. 
 50 
Considerando el conocimiento que se posee sobre la influencia de una inducción inmunológica de tipo Th1 sobre 
condiciones y enfermedades tales como las infecciones crónicas latentes y crónicas, enfermedades proliferativas 
tales como el cáncer y la capacidad de las proteínas recombinantes que contienen productos génicos de PPVO o 
partes de los mismos de inducir una respuesta inmunitaria de tipo Th1 o una respuesta inmunitaria local selectiva, 
los presentes inventores reivindican la utilización de un polinucleótido aislado y purificado de PPVO tal como se ha 55 
indicado anteriormente que contiene productos génicos de PPVO para la preparación de composiciones 
farmacéuticas para la utilización en seres humanos y animales. 
 
Las proteínas recombinantes de PPVO deben considerarse proteínas que derivan de las PPVO y que se expresan 
en sistemas homólogos o heterólogos diferentes de los sistemas en los que se producen naturalmente los PPVO. 60 
Son ejemplos de proteínas recombinantes de PPVO, las proteínas de los PPVO, los cuales se expresan utilizando 
vectores de virus Vaccinia y fibroblastos como células hospedadoras o vectores baculovirus y células de insecto 
como células hospedadoras. Las proteínas recombinantes también podrían producirse en células bacterianas (por 
ejemplo Escherichia coli, Bacillus spec., Streptomyces spec.) o en sistemas de levaduras (por ejemplo 
Saccharomyces cerevisiae, Candida spec., Pichia pastoris, Hansenula spec.). En estos casos, los polinucleótidos del 65 
genoma de PPVO típicamente podrían introducirse en el genoma huésped respectivo de manera que los genes de 
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PPVO sean expresados por el huésped. Las proteínas recombinantes de PPVO también podrían expresarse por el 
objetivo que se requiere en el sentido de una terapia génica, aunque lo anterior no forma parte de la presente 
invención. 
 
Las proteínas recombinantes también pueden ser partículas víricas recombinantes que contienen proteínas 5 
derivadas de PPVO. Las proteínas recombinantes también pueden encontrarse en forma de partículas de tipo vírico 
que se forman o se ensamblan a partir de proteínas derivadas de PPVO. Las proteínas recombinantes también 
pueden ser proteínas quiméricas que contienen productos génicos de PPVO, pero no constituyen una parte de la 
presente invención. 
 10 
La actividad inmunomoduladora se define como supresión y/o estimulación y/o inducción local o sistémica de 
cualquiera respuesta de  citocinas de tipo Th-1 o Th-2 o de cualquier función efectora de dichas  citocinas (por 
ejemplo actividad citolítico o antivírico o respuesta humoral) o la modulación de la presentación cruzada del HMC. La 
actividad de inmunomodulación también podría ser la inducción de apoptosis en células presentadoras de antígeno 
o el reclutamiento de células presentadoras de antígeno. 15 
 
Los nucleótidos de la invención pueden administrarse simultáneamente o secuencialmente, administrarse con otros 
agentes y fármacos, por ejemplo con fármacos que tratan la enfermedad o resultan adyuvantes. 
 
Los nucleótidos pueden administrarse sistémicamente (por ejemplo por vía intravenosa, subcutánea, intramuscular, 20 
intracutánea o intraperitoneal), localmente u oralmente (por boca). Las composiciones farmacéuticas de la invención 
pueden administrarse, por ejemplo, por vía oral, nasal, anal, vaginal, etc., así como mediante administración 
parenteral. Las composiciones farmacéuticas de la invención pueden presentarse en forma de suspensiones, 
soluciones, jarabes, elixires o formulaciones apropiadas en polímeros, así como liposomas. 
 25 
La invención se refiere a polinucleótidos purificados y aislados con la secuencia de nucleótidos 122616 a 136025 de 
la SEC ID nº 1. 
 
La invención se refiere además a un polinucleótido purificado y aislado que es un fragmento activo del genoma de 
PPVO, con una secuencia que consisten en los nucleótidos 122616 a 136025 de SEC ID nº 01 (inserción de PPVO 30 
de VVOV 82) que se encuentra comprendida en una composición farmacéutica según la reivindicación. 
 
La exposición se refiere además a un polinucleótido purificado y aislado que codifica la misma secuencia de 
aminoácidos que los fragmentos activos del genoma de PPVO del párrafo anterior y a los polinucleótidos de por lo 
menos 15 o 30 o 100 nucleótidos que se unen bajo condiciones restrictivas a los fragmentos activos anteriormente 35 
indicados del genoma de PPVO o secuencia complementaria de los mismos. 
 
Asimismo, se dan a conocer en la presente memoria vectores que contienen polinucleótidos y células que contienen 
dichos vectores o polinucleótidos. 
 40 
La invención se refiere además a la utilización del polinucleótido de la invención para la preparación de 
composiciones farmacéuticas. 
 
La invención se refiere además a la utilización del polinucleótido de la invención para la preparación de 
composiciones farmacéuticas destinadas al tratamiento de la hepatitis vírica. 45 
 
Breve descripción de las figuras 
 
La figura 1 representa las localizaciones genómicas de los fragmentos de ADN que constituyen la biblioteca de 
inserción. La posición de cada fragmento de ADN se muestra frente al mapa de KpnI de PPVO NZ2 (Mercer et al., 50 
Virology 229:193-200, 1997). 
 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1: determinación de los fragmentos de PPVO integrados en los VVOV activos 55 
 
La preparación de ADN a partir de recombinantes de Vaccinia lister/PPVO se llevó a cabo de la manera siguiente: 
 
se cultivaron células BK-KL 3A hasta la confluencia en matraces de 175 cm2 (Becton Dickinson Labware, 
Heidelberg, Alemania). Las células se infectaron con un virus recombinante Vaccinia lister/PPVO (VVOV) de Mercer 60 
et al. (Virology 229:193-200, 1997) a una MOI (multiplicidad de infección) de entre 0,01 y 0,32 y se incubaron a 37ºC 
hasta alcanzar un 100% de CPE (efecto citopático). Las células infectadas se congelaron a -80ºC, se descongelaron 
y se procesaron de la manera siguiente, con modificación del método de extracción del ARN de Vilcek et al. (J. Clin. 
Microbiol. 32:2225-2231, 1994). Utilizando tubos Eppendorf PLG Heavy de 2 ml (Eppendorf, Hamburg, Alemania), se 
incubaron alícuotas de 0,5 ml de suspensión celular con 100 µg de proteinasa K (Roche Molecular Biochemicals, 65 
Mannheim, Alemania) y 50 µl de SDS (Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, Alemania) a 56ºC durante 25 
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min. Se añadieron 0,5 ml de Roti®-fenol/cloroformo (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Alemania) y los tubos se invirtieron 
varias veces. Tras centrifugar a 12000 x g durante 10 min., se transfirió la fase superior a un tubo nuevo y se 
añadieron dos volúmenes de etanol (Merck Eurolab GmbH, Darmstadt, Alemania) y 1/10 volumen de acetato sódico 
(Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, Alemania). Los reactivos se mezclaron varias veces y se almacenaron 
a -80ºC durante 3 h. Se centrifugaron los tubos a 14000xg durante 30 min., se decantó el sobrenadante y el 5 
sedimento se secó al aire durante 5 a 10 min. Finalmente, el sedimento de ADN se resuspendió en 30 µl de agua sin 
nucleasas y se almacenó a -20ºC hasta la utilización. 
 
Se midió la concentración del ADN espectrofotométricamente en un biofotómetro 6131 (Eppendorf, Hamburg, 
Alemania) a 260/280 nm. El rendimiento del ADN de diferentes preparaciones de muestras era de entre 100 ng/ml y 10 
1 µg/ml. 
 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) de las regiones flanqueantes terminales de los fragmentos integrados 
en los recombinantes Vaccinia lister/PPVO se llevó a cabo de la manera siguiente: 
 15 
Se utilizaron tres sistemas de amplificación por PCR diferentes para amplificar las regiones flanqueantes terminales. 
Cada mezcla de reacción de 50 µl contenía entre 100 ng y 1 µg de ADN resuspendido y se añadieron los cebadores 
(Tabla 1) a una concentración final de 300 nM. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un gradiente Mastercycler® 
(Eppendorf, Hamburg, Alemania). 
 20 
La región 3' flanqueante del recombinante VVOV 285 se analizó utilizando 2 x mezcla maestra de PCR Ready-MixTM 
(MgCl2 1,5 mM) (AB Gene, Hamburg, Alemania). Se añadió 1 µl de BSA (MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 
Alemania) a cada reacción. Se llevó a cabo la desnaturalización a 94ºC durante 3 min., seguido de 30 ciclos (94ºC 
durante 30 s, 58,7ºC a 65,3ºC durante 30 s, 72ºC durante 1 min.) y 72ºC durante 5 min. 
 25 
La región 5' flanqueante de la inserción de PPVO de recombinante VVOV 285, la región 3' flanqueante de VVOV 97 
y ambas regiones flanqueantes terminales de VVOV 215, VVOV 243 y VVOV 245 se amplificaron utilizando la ADN 
polimerasa PfuTurbo® (Stratagene, Amsterdam, Países Bajos). Las reacciones se diseñaron con 2,5 U de enzima, 
MgCl2 1,5 mM y 200 µM de cada dNTP. La desnaturalización se llevó a cabo a 94ºC durante 3 min. seguido de 30 
ciclos (94ºC durante 30 s, 58,7ºC a 65,3ºC durante 30 s y 72ºC durante 1 min.) y 72ºC durante 5 min. 30 
 
La amplificación de la región 5' flanqueante de VVOV 97 y VVOV 82, la región 3' flanqueante de VVOV 96 y VVOV 
283 se llevaron a cabo con ADN polimerasa Platinium® Pfx (Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Alemania). Una 
reacción de 50 µl contenía 1,25 U de polimerasa, MgCl2 1 a 1,5 mM y 300 µM de cada dNTP. Resultó necesaria la 
utilización adicional de solución potenciadora PCRx para la amplificación de las regiones 5'-flanqueantes de VVOV 35 
96 (concentrado 1x) y las regiones 3'-flanqueantes de VVOV 82 (concentrado 2x). La desnaturalización se llevó a 
cabo a 94ºC durante 2 min., seguido de 30 ciclos (94ºC durante 15 s, 54,6ºC a 60,7ºC durante 30 s y 68ºC durante 1 
a 2 min.) y 68ºC durante 5 a 7 min. 
 
Se analizaron 18 µl de cada producto de amplificación mediante electroforesis en gel de agarosa en SeaKem LE 40 
agarosa al 1,5-2% (Biozym, Hessisch Oldendorf, Alemania). Tras la tinción en solución de bromuro de etidio durante 
20 min., los fragmentos de ADN se visualizaron en un transiluminador de UV UVT-20 M/W (Herolab, Wiesloch, 
Alemania). 
 
Se determinaron las secuencias de los fragmentos de ADN amplificados mediante procedimientos estándares de 45 
secuenciación y se compararon con la secuencia publicada de la timidina cinasa de Vaccinia lister y la secuencia 
genómica de PPVO NZ2 para determinar exactamente las secuencias de PPVO NZ2 integradas. 
 
Tabla 1 
 50 
Cebadores de PCR, amplificación y secuenciación de las regiones flanqueantes terminales de los fragmentos 
integrados en los recombinantes Vaccinia lister/PPVO NZ2 
 

VVOV 
Región terminal 
amplificada de 
inserción NZ2 

Cebadores utilizados para la amplificación 

Longitud del 
producto de 
amplificación 

[pb] 

  
Nombre de 

cebador Secuencia 5' → 3'  

VVOV215 
5' 

VAC-P11-1 ATTACAGTGATGCCTACATGCCG 
264 

PPVO 14r-1 GCTGTAGTCGTGGTCCGGC 

3' 
PPVO 4r-2 CTTCCTAGGCTTCTACCGCACG 

402 
VAC-TK-1 CGGTTTACGTTGAAATGTCCCAT 

VVOV245 5' 
VAC-P11-1 ATTACAGTGATGCCTACATGCCG 

553 
PPVO 57-1 CTGGCCAACGACGCCTTC 
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VVOV 
Región terminal 
amplificada de 
inserción NZ2 

Cebadores utilizados para la amplificación 

Longitud del 
producto de 
amplificación 

[pb] 

  
Nombre de 

cebador 
Secuencia 5' → 3'  

3' 
PPVO 40-1 TCTGGTACCCCTTGCCGG 

321 
VAC-TK-1 CGGTTTACGTTGAAATGTCCCAT 

VVOV 285 
5' 

VAC-P11-1 ATTACAGTGATGCCTACATGCCG 
241 

PPVO 78r-5 GAACCCGCTCTCGCTCGA 

3' 
PPVO 64r-1 GCCGGGCAAGTGTCTGGTC 

320 
VAC-TK-1 CGGTTTACGTTGAAATGTCCCAT 

VVOV 330 
5' 

VAC-P11-1 ATTACAGTGATGCCTACATGCCG 
392 

PPVO 92-1 CTCGAAGTAGCTGATGTCGCG 

3' 
PPVO 96r-1 AGAGCTTTACGTAGACTCTCCAAGTGTC 

462 
VAC-TK-1 CGGTTTACGTTGAAATGTCCCAT 

WOV 96 
5' 

VAC-TK-fwd ATACGGAACGGGACTATGGACG 
239 

PPVO 22r-3 GCGGTGGCCATGTACGTG 

3' 
PPVO 22r-4 GGTTGTGGCGATGGTCGG 

1055 
VAC-TK-1 CGGTTTACGTTGAAATGTCCCAT 

VVOV 97 
5' 

VAC-TK-fwd ATACGGAACGGGACTATGGACG 
309 

PPVO 18r-1 CTTGATGAGCCGGACGCA 

3' 
PPVO 25r-1 CCGAGTTGGAGAGGAAGGAGC 

318 
VAC-TK-1 CGGTTTACGTTGAAATGTCCCAT 

VVOV 243 
5' 

VAC-P11-1 ATTACAGTGATGCCTACATGCCG 
478 

PPVO 79-1 CTGTTGGAGGATGAGGTCAAGGA 

3' 
PPVO 71r-1 CGTGCTCATGCCTGTGGAC 

269 
VAC-TK-1 CGGTTTACGTTGAAATGTCCCAT 

VVOV 283 
5' 

   
   

3' 
PPVO 92-4 CGACATCCTCACCTGCAAGAAG 

234 
VAC-TK-1 CGGTTTACGTTGAAATGTCCCAT 

VOV 82 
5' 

VAC-TK-fwd ATACGGAACGGGACTATGGACG 
275 

PPVO 120-1 TACAGGCAGCCCGTGACC 

3' 
PPVO R3R4-3 GCCGTGTGTCACGTTGATGC 

1960 
VAC-TK-1 CGGTTTACGTTGAAATGTCCCAT 

 
Ejemplo 2: inducción de interferón-gamma y factor a lfa de necrosis tumoral por productos génicos de PP VO 
 
Los 16 recombinantes se sometieron a ensayo para su capacidad de inducir el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
α) y el interferón gamma (IFN-γ) en cultivos de sangre completa. 5 
 
Se estimularon con los virus recombinantes cultivos de sangre completa que contenían sangre y medio RPMI (Life 
Technologies GmbH, Karlsruhe, Alemania) en proporción 1:5. Una preparación de Vaccinia lister pura y una 
preparación de PPVO completos sirvieron de controles. Todas las preparaciones se utilizaron a una dilución final de 
1:10. La estimulación para la determinación de IFN-γ se llevó a cabo conjuntamente con concanavalina-A (SIGMA, 10 
St. Louis, MO), debido a que el virus solo no inducía IFN-γ- A continuación, las células se incubaron durante 24 h 
(TNF-α) y o 72 h (IFN-γ). Seguidamente se determinó la concentración de  citocinas en los sobrenadantes celulares 
mediante ELISA específica de TNF-α o de IFN-γ. Se encontró que estos puntos temporales eran óptimos al 
determinar las condiciones experimentales utilizando PPVO completos como control. 
 15 
Resultó posible identificar 5 virus recombinantes activos (VVOV 96, VVOV 97, VVOV 243, VVOV 285 y VVOV 330) 
que indujeron la secreción tanto de TNF-α como de IFN-γ y, de esta manera, podrían imitar el efecto de los PPVO 
completos. Se ilustran los resultados en la Tabla 2. 
 
Tabla 2 20 
 
Se determinó el TNF-α tras la estimulación durante 24 h de células sanguíneas con el virus recombinante o los 
controles, respectivamente. Se determinó IFN-γ tras 72 h de estimulación de las células sanguíneas con el virus 
recombinante o los controles. La estimulación se llevó a cabo en presencia del mitógeno ConA. Se muestra la 
inducción relativa en porcentaje del control de virus Vaccinia. Por lo tanto, los valores superiores a 100% se deben a 25 
la actividad de los fragmentos PPVO. Los fragmentos PPVO activos se muestran en negrita. Los datos representan 
valores medios de tres donantes de sangre diferentes. 
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Tabla 2 
 

Clon de virus 
recombinante o control 

Inducción de 
interferón 
(%) 

Inducción 
de TNF 
(%) 

Vaccinia virus control 100 100 
NZ-2 control 2224 264 
VVOV 80 200 66 
VVOV 82 173 65 
VVOV 85 209 94 
VVOV 86 138 73 
VVOV 96 1638 1016 
VVOV 97 1713 1285 
VVOV 212 94 62 
VVOV 213 192 38 
VVOV 215 97 82 
VVOV 216 197 71 
VVOV 243 1446 933 
VVOV 245 98 45 
VVOV 247 85 74 
VVOV 283 115 78 
VVOV 285 1128 1127 
VVOV 330 1762 2135 

 
Tabla 3 
 5 
Los virus recombinantes Vaccinia listeri/PPVO que inducían la expresión de tanto interferón gamma como TNF-α se 
presentan en la columna 1; la secuencia de PPVO correspondiente, en la columna 2, y todos los marcos de lectura 
abierta (ORF) que se encontraban completa o parcialmente contenidos en el recombinante se ilustran en la columna 
3. 
 10 

Tabla 3 
 

Virus recombinante activo 
PPVO/Vaccinia 

Secuencia PPVO NZ2 [pb] que 
se encuentra contenida en el 

recombinante 

ORF de PPVO NZ2 que se 
encuentran contenidos en el 

recombinante 
VVOV 97 24056 - 33789 18r - 25r 
VVOV 96 31003 - 46845 22r - 39 
VVOV 285 74804 - 86576 64r - 76 
VVOV 243 82324 - 92502 71r - 79 
VVOV 330 102490- 108393 92 - 96r 

 
Ejemplo 3: inmunomodulación local por productos gén icos PPVO en células endoteliales dsel sinusoide 
hepático (LSEC) 15 
 
Los presentes inventores establecieron un nuevo sistema de ensayo celular que permitía el ensayo de las 
propiedades hepatoprotectoras de las proteínas PPVO recombinantes expresadas en diferentes sistemas (por 
ejemplo en el virus Vaccinia). Este sistema de ensayo utiliza células hepáticas murinas primarias, que desempeñan 
un papel central en la decisión de si se induce en el hígado inmunidad o tolerancia, las LSEC. La capacidad única de 20 
las LSEC de presentar antígenos exógenos a los linfocitos T CD8+ sobre las moléculas del HMC de clase I permite 
la vigilancia inmunológica de los hepatocitos ya que los antígenos víricos liberados por los hepatocitos infectados es 
probable que sean incorporados por las LSEC y presentados a las células del sistema inmunitario. El nuevo ensayo 
permite medir la capacidad de las LSEC de interactuar de manera específica de antígeno con los linfocitos T CD8+, 
que son responsables de la destrucción de los tejidos en la hepatitis necroinflamatoria. 25 
 
Se aislaron poblaciones puras de LSEC a partir de hígado murino mediante un procedimiento por etapas de 
perfusión por la vena portal con colagenasa A (al 0,05%), dispersión mecánica y digestión enzimática adicional en 
un baño de agua rotatorio durante 40 min. a 37ºC (245 rpm), centrifugación en gradiente (metrizamida, 1,089 g/cm3) 
y elutriación centrífuga utilizando una centrífuga Beckman Avanti J25I dotada de un rotor JE-6B y una cámara de 30 
elutriación estándar. Las poblaciones de células LSEC aisladas mediante el presente método típicamente 
presentaban una pureza de aproximadamente 95% a 99% según medición de la incorporación del sustrato 
específico de las células endoteliales (lipoproteína de baja densidad acetilada). Se sembraron las LSEC sobre 
placas de cultivo de tejidos de 24 pocillos recubiertas con colágeno de tipo I a una densidad de 100000 células por 
pocillo y se cultivaron adicionalmente en medio de Eagle modificado por Dulbecco complementado con suero de feto 35 
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bovino al 5% (especialmente analizado para no interferir con el sistema de ensayo) y glutamina al 2%. Tres días 
después del aislamiento, al adquirir las LSEC un estado posmitótico y quiescente, los presentes inventores 
sometieron a ensayo la capacidad de las LSEC de presentar ovoalbúmina soluble a los linfocitos T CD8+ 
(específicas de ovoalbúmina). Se incubaron las LSEC con 1 µM de ovoalbúmina durante tres horas (se había 
demostrado anteriormente que la dosis de antígeno y el tiempo eran óptimos para el ensayo de sustancias 5 
sospechosas de influir sobre la presentación de antígeno), se lavaron y se incubaron con un hibridoma de linfocitos 
T CD8+ (200000 células/pocillo) que reconocía el péptido SIINFEKL. El péptido SIINFEKL es reconocido en un 
contexto de H2b y se une directamente sobre las moléculas del HMC-I. Por lo tanto, no ha sido procesado por la 
célula. Lo anterior permite diferenciar entre funciones accesorias de las LSEC (tal como la expresión del HMC-I) y la 
función de procesamiento de antígeno. 10 
 
Se midió el grado de activación de los linfocitos T CD8+ mediante la determinación del grado de liberación de IL-2 a 
partir de los linfocitos T mediante un ELISA de tipo sándwich específico. 
 
Utilizando proteínas recombinantes expresadas en virus Vaccinia derivadas de los PPVO, los presentes inventores 15 
pudieron atribuir la actividad hepatoprotectora a clones individuales. Con el fin de poder comparar diferentes clones 
directamente con respecto a su capacidad de influir sobre la presentación cruzada por las LSEC, los presentes 
inventores utilizaron cantidades iguales de "unidades infecciosas". 
 
Los presentes inventores descubrieron que las LSEC presentan cruzadamente ovoalbúmina exógena muy 20 
eficientemente sobre las moléculas del HMC de clase I (kb) a los linfocitos T CD8+. Inesperadamente los presentes 
inventores descubrieron que en el caso de que se incubase las LSEC con varias proteínas PPVO recombinantes, se 
observaba a continuación una potente regulación negativa de la presentación cruzada de más de 60% en 
comparación con el control tratado simuladamente, que incluía todos los ingredientes excepto el ingrediente activo. 
Varias regiones dentro del genoma de PPVO presentan propiedades inmunorreguladoras. Especialmente la región 25 
denominada 82 (reducción de 43%), que está situada en el extremo 3' del genoma, aparentemente es responsable 
del efecto global de PPVO sobre la presentación cruzada por las LSEC. Algunas regiones adicionales (VVOV 215, 
VVOV 212, VVOV 247 y VVOV 86) presentan un potencial inmunorregulador adicional, aunque en menor grado 
(reducción de aproximadamente 30% de la presentación cruzada). Además, aparentemente los genes codificantes 
de proteínas que regulan negativamente la presentación cruzada se encuentran organizados en grupos. Resulta 30 
interesante subrayar que los presentes inventores identificaron dos grupos génicos codificantes de proteínas que 
mejoran la presentación cruzada (VVOV 330, VVOV 283, VVOV 285, VVOV 97 y VVOV 96). Sin embargo, por 
motivos desconocidos el efecto de regulación negativa de las proteínas indicadas anteriormente es dominante en la 
actividad de las PPVO sobre la presentación cruzada. 
 35 
Los resultados de los presentes inventores sugieren que los PPVO contienen una mezcla de diferentes proteínas 
que de una manera complementaria operan eliminando el virus de la hepatitis B en hepatocitos, conservando 
simultáneamente la integridad hepática y evitando daños duraderos secundarios a la fibrosis hepática. Debido a que 
los PPVO contienen un gen con homología elevada respecto al agente antiinflamatorio IL-10 (situado en la región 5' 
del genoma), los presentes inventores se preguntaron si el potente efecto de regulación negativa del clon 82 se 40 
debía a la expresión de la IL-10 ovina. Lo anterior supone que existe reactividad cruzada entre las IL-10 murina y 
ovina al nivel del reconocimiento de los receptores. Los presentes inventores no pudieron demostrar la participación 
de la IL-10 ovina en el potencial inmunorregulador de PPVO. La IL-10 murina recombinante no mostró ninguna 
influencia sobre la presentación cruzada a través de las LSEC y varios anticuerpos monoclonales contra las IL-10 
murina y humana no influyeron sobre la regulación negativa mediada por PPVO de la presentación cruzada. Los 45 
presentes inventores concluyeron que el componente inmunorregulador de PPVO probablemente no es IL-10 sino 
un nuevo mediador hasta ahora no identificado. Los datos para el virus recombinante modulador por disminución de 
la presentación cruzada del HMC-I se ilustran en la Tabla 4; los de los virus recombinantes estimuladores de la 
presentación cruzada del HMC-I, en la Tabla 5. 
 50 
Tabla 4 
 
El virus recombinante Vaccinia lister/PPVO que modula por disminución la presentación cruzada del HMC-I se indica 
en la columna 1; la secuencia de PPVO correspondiente, en la columna 2, y todos los marcos de lectura abierta 
(ORF) que se encuentra completa o parcialmente contenidos en el recombinante se ilustran en la columna 3. 55 
 

Virus recombinante 
activo PPVO/Vaccinia 

Secuencia PPVO NZ2 [pb] 
que se encuentra contenida 

en el recombinante 

ORF de PPVO NZ2 que se 
encuentran contenidos en el 

recombinante 
VVOV 82 122616 - 136025 120-R3 

 
Tabla 5 
 
Los virus recombinantes Vaccinia lister/PPVO que estimulan la presentación cruzada del HMC-I se indican en la 60 
columna 1; la secuencia de PPVO correspondiente, en la columna 2, y todos los marcos de lectura abierta (ORF) 
que se encuentra completa o parcialmente contenidos en el recombinante se ilustran en la columna 3. 
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Tabla 5 

 
Virus recombinante 
activo PPVO/Vaccinia 

Secuencia PPVO NZ2 [pb] que 
se encuentra contenida en el 
recombinante 

ORF de PPVO NZ2 que se 
encuentran contenidos en el 
recombinante 

VVOV 97 24056 - 33789 18r - 25r 
WOV 96 31003 - 46845 22r - 39 
VVOV 285 74804 - 88576 64r - 76 
VVOV 283 89,4 -103483 78r - 92 
VVOV 330 102490 - 108393 92 - 96r 

 
Ejemplo 4: determinación de la actividad inmunoesti muladora de los recombinantes de Vaccinia lister/PPVO 5 
en el modelo de ratón de Aujeszky 
 
Los presentes inventores sometieron a ensayo además los virus recombinantes Vaccinia lister/PPVO NZ2 en el 
modelo de ratón de Aujeszky, un modelo de reto letal de enfermedad aguda del herpesvirus Suid 1, con el fin de 
determinar la actividad de diversos inmunoestimuladores (por ejemplo los oligonucleótidos CpG Baypamun®). 10 
 
a) Condiciones utilizadas para los ratones 
 
Los ratones NMRI (cepa no consanguínea HdsWin:NMRI; hembra; peso: 18 a 20 g; obtenidos de 
Harlan/Winkelmann, Borchen, Alemania) se alojaron en jaulas de policarbonato autoclavables con aserrín en un 15 
compartimiento de aislamiento S2 a 20-22ºC (humedad atmosférica: 50% a 60%) y se sometieron a un ritmo artificial 
día/noche (iluminación entre 6:30 h y 18:30 h y oscuridad entre 18:30 h y 6:30 h). Disponían de libre acceso a 
alimentos y agua. 
 
b) Modelo de reto 20 
 
Se utilizaron grupos de 10 ratones para los ensayos. Todos los animales en un grupo recibieron la misma sustancia 
de ensayo. 
 
Tras recibir la sustancia los ratones se mantuvieron en el compartimiento animal durante 2 a 3 días. A continuación, 25 
se diluyeron los recombinantes Vaccinia lister/PPVO NZ2 con PBS (Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Alemania) 
hasta un título equivalente de aprox. 108 TCID50/ml y se inactivaron térmicamente (dos veces durante una hora a 
58ºC). De estas soluciones se administró 0,2 ml a cada ratón por vía intraperitoneal. 
 
Veinticuatro horas después del tratamiento los ratones fueron infectados por el virus de la pseudorrabia de la cepa 30 
Hannover H2 mediante administración intraperitoneal. Con este fin el virus se diluyó en PBS hasta un título de 
ensayo de aproximadamente 104 TCID50/ml y se administraron 0,2 ml de esta suspensión. 
 
Como control negativo, un grupo de ratones fue tratado con PBS y posteriormente infectado. Los ratones en este 
grupo murieron 3 a 8 días después de la infección. Una gran proporción de los ratones tratados con los 35 
recombinantes de Vaccinia lister/PPVO NZ2 VVOV 215 VVOV 245, VVOV 285 o VVOV 330 sobrevivieron a la 
infección por el virus de la pseudorrabia. 10 días después de la infección con el virus se terminó el ensayo. 
 
Se determinó el nivel de inmunoestimulación inducida mediante la comparación del número de ratones muertos en el 
grupo de control de PBS con el número de ratones muertos en los grupos de ensayo y se cuantificó con el índice 40 
eficacia (IE). Este índice indica la proporción en porcentaje de ratones protegidos frente a los efectos letales de la 
infección del virus de Aujeszky mediante la estimulación inmunitaria por la sustancia que debe someterse a ensayo. 
Se calculó mediante la fórmula siguiente: 
 

IE = (b-a)/b x 100, 45 
 
en la que b es la proporción en porcentaje de ratones muertos en el grupo de control y a es la proporción en 
porcentaje de ratones muertos en el grupo de ensayo. 
 
Se utilizó una prueba de chi cuadrado para la evaluación estadística. Este ensayo revela los índices de actividad 50 
mínima que indican una diferencia significativa entre la tasa de mortalidad de los ratones tratados con la sustancia 
de ensayo y los tratados con PBS. Los índices de actividad ≥60% son significativos, en los que por lo menos 5 de los 
ratones utilizados en los ensayos con n=6 ratones por grupo en el grupo de control de PBS y por lo menos 7 de los 
ratones utilizados en los ensayos con n=10 en el grupo de control de PBS no sobreviven a la infección por el virus de 
Aujeszky. 55 
 
Conjuntamente se llevaron a cabo 3 ensayos separados en cada caso. El ensayo de los recombinantes de Vaccinia 
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lister/PPVO NZ2 en el modelo de ratón de Aujeszky mostró lo siguiente. 
 
Inesperadamente, tras el tratamiento de los ratones con los recombinantes de Vaccinia lister/PPVO NZ2 VVOV 215, 
VVOV 245, VVOV 285 o VVOV 330, los índices de actividad media superior a 60% demostraron 
inmunoestimulación. En contraste, todos los demás recombinantes Vaccinia lister/PPVO NZ2 resultaron ineficaces. 5 
Se resumen los datos en la Tabla 6. 
 
Tabla 6 
 
Los virus recombinantes Vaccinia lister/PPVO que protegieron a los ratones de la muerte inducida por herpesvirus 10 
se indican en la columna 1; la secuencia de PPVO correspondiente, en la columna 2, y todos los marcos de lectura 
abierta (ORF) que se encontraban completa o parcialmente contenidos en el recombinante se ilustran en la columna 
3. 
 

Tabla 6 15 
 

Virus recombinante 
activo PPVO/Vaccinia 

Secuencia PPVO NZ2 [pb] que 
se encuentra contenida en el 

recombinante 

ORF de PPVO NZ2 que se 
encuentran contenidos en el 

recombinante 
VVOV215 10264 - 20003 4r - 14r 
VVOV 245 47952 - 66263 40r - 57 
VVOV 285 74804 - 88576 64r - 76 
VVOV 330 102490 - 108393 92 - 96r 

 
Tabla 7 
 
Secuencias de los marcos de lectura abierta de Parapox ovis. Los nombres de ORF que finalizan ene "r" se 20 
encuentran codificados en la cadena de ADN complementario. Las posiciones de par de bases en las columnas de 
"desde" y "hasta" son respecto a la SEC ID nº 01. 
 

ORF desde hasta Extremo 
N-terminal 

Extremo 
C-terminal 

Observación 

L1 3 539 IRGFAG PQKVFRL long termal repeat (LTR)-protein, pseudoproteasa 
retrovírica 

L2r 781 449 MSEGGRL LLGLLFP Proteína LTR, pseudoproteasa retrovírica 
L3r 1933 1664 MTVHPPK VLPPNSL Proteína LTR, pseudoproteasa retrovírica 
L4r 3269 2790 MHPSPRR PVSHPFL Proteína LTR, pseudoproteasa retrovírica 
L5 2799 3851 MGDREGE FEDGVKC Proteína LTR, pseudoproteasa retrovírica 
L6 2962 3753 MCTVATF GAPRAGW Proteína LTR, similar to 134r, pseudoproteasa retrovírica 
L7r 3784 3122 MTPTSRE ARTAPPR Proteína LTR, pseudoproteasa retrovírica 
L8r 4341 4129 MPGEGQY NGGLGKI Proteína LTR, pseudoproteasa retrovírica 
1ar 4904 4428 MEFCHTE DTAWYIS dUTPasa 
1r 6517 4970 MLSRESV RAMLTRP Homólogo de G1L en NZ2, repeticiones anquirina 
2r 8042 6684 MFFWFWC SGEGVPV   
3r 9989 8070 MLGFWGK VLPSVSR Participa en la maduración de los EEV (virus extracelular 

con cubierta) 
4r 11195 10062 MWPFSSI EFCKPIN Enzima de tipo fosfolipasa D 
5r 11493 11227 MLIYGPR RLLKDFP Homólogo de B3L en NZ2 
6 11802 12038 MGVVMCG APAGVTE   
7r 12358 12080 MPVKVKQ ASREFIV Proteína de ubiquitinación con motivo dedo RING 

(relacionada con las proteínas de levadura APC11 y 
HRT1) 

8r 13980 12364 MEEELTR SPMVVFN Ningún homólogo de virus Vaccinia 
9ar 14826 14053 MIRIGGG DNMRVDD   
10 15080 15394 MDGGVHK EQMCRRQ Fosfoproteína de unión a ADN de núcleo de virión 
11r 16838 15423 MAPPVIE AKNVITH poliA polimerasa 
12r 19021 16847 MLQLLKR NNRGFRK   
13r 19704 19156 MACECAS NNCGISF Proteína de resistencia al interferón, homología respecto a 

la PACT (activador proteico de la proteína cinasa inducida 
por interferón) de mamífero, también denominada PRKRA 
(activador dependiente de ARNds de proteína cinasa 
inducida por interferón), la proteína 13r contiene un motivo 
RBDds (dominio de unión a ARN de doble cadena) y un 
dominio 'DRADA' que es típico de los enzimas de edición 
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ORF desde hasta Extremo 
N-terminal 

Extremo 
C-terminal 

Observación 

del ARN) 
14r 20314 19736 MDEDRLR KKGKPKS ARN polimerasa 
15 20401 22101 MDFVRRK VVLQGRA   
16 22125 22940 MVDSGTH PENVVLL   
17 23003 23866 MASYISG RTHTVYV   
18r 26908 23873 MLFEMEL SKPVFTG ADN polimerasa 
19 26926 27213 MEPRFWG AKVRPLV Homólogo distante de la familia de proteínas de 

ERV1/ALR (ERV1: proteína de levadura, esencial para la 
respiración y el crecimiento vegetativo, ALR: proteína de 
mamífero, potenciador de la regeneración hepática) 

20r 27626 27216 MEAINVF RAYEGML   
21r 29754 27616 MLLYPKK LLGDGGD Relacionada con 12r 
22r 32217 29800 MLIRTTD EAQNMQN   
23r 33380 32418 MEDERLI PSPCGGE   
24r 33602 33393 MDKLYTG FHYLKLV   
25r 34466 33612 MKRAVSK LEAPFNI Fosfoproteína de unión a ADN 
26r 34735 34502 MESRDLG LNARRQN   
27r 35905 34739 MNHFFKQ RSLYTVL   
28r 37194 35905 MDKYTDL PEKPAAP Proteína nuclear 
29 37200 39248 MENHLPD IEAEPPF ARN helicasa 
30r 41037 39229 MIVLENG RMGARPR Proteasa Zn, participa en la morfogénesis del virión 
31 41374 42066 MTFRELI DSMASRS Factor de transcripción tardía 
32r 42336 41731 MRGHPAH VAPREEL   
33r 42407 41997 MASDASP QPSSSRR Enzima de tipo glutarredoxina 
34 42410 43765 MGIKNLK PRLLKLR   
35 43770 43958 MVFPIVC LPMLDIS ARN polimerasa 
36 43980 44534 MREFGLA AEPPWLV   
37r 45727 44537 MESSKQA TRAPPLF Precursor de proteína nuclear de virión 
38 45760 46557 MTLRIKL DRSLSCD Factor de transcripción tardía 
39 46567 47568 MGGSVSL YLLIVWL   
40 47572 48303 MGAAASI TEFPPSV Proteína de virión, relacionada con Vaccinia F9L 
41 46352 48621 MVRRVLL LCLFSMD   
42r 49887 48634 MEEKRGR ARAMVCL   
43 49917 50693 MTNLLSL TGAEAAP Proteína nuclear, dominio de unión a ADN 
44 50719 51102 MAAPTTP VDVLGGR   
44a 51059 51511 MDHEKYV ATLSPGL   
45 51584 52591 MEGVEMD RPLRGGK poliA polimerasa 
46 52509 53066 MNRHNTR SVSWLD ARN polimerasa 
47r 53523 53023 MFFRRRA GRRPPRP   
48 53607 57473 MSVVARV EAAEEEF ARN polimerasa cadena 1 
49r 58070 57528 MGDKSEW FVCDSPS tirosina fosfatasa 
50 57700 58662 MAAAPLR ATSGVLT   
51r 59674 58673 MDPPEIT LLVTAIV Proteína de cubierta inmunodominante 
52r 62089 59678 MDSRESI YMINFNN Factor de especificidad de transcripción asociado a ARN 

polimerasa (también denominado RAP94) 
53 62198 62881 MSSWRLK KAAACKK Factor de transcripción tardía 
55 62909 63862 MRALHLS NSEQVNG topoisomerasa I 
56 63858 64271 MDEALRV FIRAAVA   
67 64309 66831 MDAPSLD LYVFSKR Enzima de adición de caperuza a ARNm 
58r 67266 66799 MEPSAMR DVQHVDL Proteína de virión 
58ar 67803 67273 MAGFSQS TTCVPPQ   
59 67915 68607 MATPANA FSFYSEN Uracil ADN glucosilasa 
60 68624 70984 MAAPICD IEDVENK ATPasa, participa en la replicación del ADN 
61 70994 72898 MNSDVIK EVSVVNI Factor de transcripción temprana 
62 72938 73507 MSTFRQT ASPAAKN ARN polimerasa 
63 73540 74211 MRTYTSL WGAAVTR NTP pirofosfohidrolasa 
64r 76120 74207 MTSAHAA VDPASIA NTPasa de virión 
65r 76749 76186 MEGRARF RFCNYCP   
66r 77698 76799 MKTDCAS KLKLLLQ enzima de adición de caperuza a ARNm 
67r 79343 77709 MNNSWS AEKVTAQ Resistencia a rifampicina, membrana del virión 
68r 79816 79367 MKRIALS MALKSLI Proteína transactivadora tardía 
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ORF desde hasta Extremo 
N-terminal 

Extremo 
C-terminal 

Observación 

69r 80529 79858 MNLRMCG AACSLDL Proteína transactivadora tardía 
70r 80774 80529 MGDNVWF VLGLEQA Proteína de tipo tiorredoxina 
71r 82815 80788 MESPACA NMCDVLC Proteína nuclear mayor 
72r 83835 82834 MDLRRRF VDNTGTS Proteína nuclear 
73 83874 85583 MEESVAV LLNYGCG ARN polimerasa 
74r 85535 84402 MDRLRTC AEAAESA   
75r 88096 85574 MVSVMRK QEFYPQP Factor de transcripción temprana 
76 87759 88667 MFQPVPD SACRASP   
77r 88920 88642 MRPCYVT TRGTQTG   
78r 91652 88938 MTAPNVH AVSFDSE Proteína nuclear mayor 
79 91667 92674 MTAVPVT VRKLNLI   
80r 93466 92681 MASEKMA DLDGGMC proteína del virión 
81r 93761 93486 MGLLDAL RFSAASS proteína de membrana del virión 
82r 94060 93788 MOIFETL DIELTAR proteína de membrana del virión 
83r 94238 94080 MVSDYDP HFVHSVI   
84r 94508 94242 MFLDSDT DMPFSW   
85r 95571 94498 MGDTVSK KTINVSR   
86r 96187 95600 MESYFSY EDLFFAE proteína de membrana del virión 
87 96202 97665 MFGGVQV GRDLAAV ARN helicasa 
88r 97915 97643 MSAVKAK PLRDLAR Proteína de dedo de Zn 
89 98251 99537 MTSESDL AIARAQP Factor de procesividad de la ADN polimerasa 
90 99537 99974 MIVAAFD NYVLRTN   
91 100001 101140 MLALFEF LKELLGP Factor de transcripción intermedio 
92 101168 104650 MEQALGY SLFSPED Cadena b de la ARN polimerasa 
93r 106354 104795 MESDNAL GQHAAIW Cuerpo de inclusión de tipo A/péptido de fusión 
94r 107947 106400 MEKLVSD GRSGAIW Cuerpo de inclusión de tipo A/péptido de fusión 
95r 108256 107990 MDENDGE QTGYSRY Proteína de fusión vírica 
96r 108719 108300 MDAVSAL LFLKSIL   
97r 109679 108738 MADAPLV RELRANE Subunidad de ARN polimerasa 
98r 109861 109682 MEEDLNE MGQASSA   
99r 110830 110033 MDVVQEV ADSDGGN ATPasa 
100 110208 110417 MRSWFWQ PLTGMCL   
100a 110469 110651 MRPKSVG SGHTKPS   
101 110915 111397 MAHNTFE KYFCVSD glucoproteína de virión con cubierta 
102 111419 111913 MGCCKVP CMKEMHG glucoproteína de virión con cubierta 
103 111949 112485 MSRLQIL RKLDVPI   
104 112593 113450 MKAVLLL LNLNPGN Factor de inhibición de GM-CSF/IL-2 
105r 113323 112967 MHASLSS DETLTYR   
106 113526 114152 MEVLVII GEFFYDE   
107 114199 115236 MPLFRKL RDALDGL   
108 115353 115787 MACFIEL TTFSSSE   
109 115859 116551 MSSSSSETT TTGTSTS   
110 116729 117523 MACLRVF CSMQTAR Factor de inhibición de GM-CSF/IL-2 
111r 117572 117114 MAIAHTT FRFRTPG   
112 117423 118085 MAATIQI KRDGYSR   
114r 118968 118375 MEGLMPK RPISVQK   
115 118508 119119 MDSRRLA LGDSDSD   
116 119588 120202 MRLILAL PQMMRIG   
117 120314 121231 MAGFLGA CKVEEVL   
118 121380 123920 MHLHKDP LAFPSLA   
119 121288 122256 MANRLVF RPMEIDG   
120 122350 123924 MENNDGN RFLPSHK Relacionada con 1r/G1L con repeticiones anquirina 
121 123962 125566 MDPAGQR CSETDRW   
122r 125193 124591 MSSSAAA IAPDSRM   
123r 125689 123935 MTAEASI DPVYHKK   
123ar 123839 123297 MPRTTSG REQTEGL   
124 125652 126170 MANREEI VRVLRRT   
125r 126121 125699 MTAPTPR AAYSLAR   
126 126279 127769 MADEREA LACAMRK Relacionada con 1r/G1L con repeticiones anquirina 
127 127851 128408 MSKNKIL SYMTTKM Interleucina 10 similar a oveja 
128 128520 130076 MLTRCYI RASGLAE relacionada con 1r/G1L con repeticiones anquirina 
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ORF desde hasta Extremo 
N-terminal 

Extremo 
C-terminal 

Observación 

129 130105 131700 MVGFDRR CGRRAPE relacionada con 1r/G1L, con repeticiones anquirina (NT 
ligeramente modificados) 

130 131790 133283 MILARAG PDAAALS cinasa 
131 133246 133920 MPPRTPP RPAALRA   
132 133972 134370 MKLLVGI RPPRRRR homólogo del VEGF de oveja (factor de crecimiento 

vascular endotelial) 
133a 14418 134693 MRKKAPR ARTAPPR corresponde a L7r 
R1 134402 134992 MMRSGHA RMHRSEL proteína LTR (corresponde a L4r), pseudoproteasa 

retrovírica 
R2r 134853 134419 MCTVATF SVAPSSA proteína LTR (corresponde a L6, 134r), pseudoproteasa 

retrovírica 
R3 135628 135897 MTVHPPK VLPPNSL proteína LTR (corresponde a L3r), pseudoproteasa 

retrovírica 
R4 136780 137112 MSEGGRL LLGLLFP proteína LTR (corresponde a L2r), pseudoproteasa 

retrovírica 
R5r 137558 137022 IRGFAGG PQKWRL proteína LTR (corresponde a L1r), pseudoproteasa 

retrovírica 
L1 3 539 IRGFAG PQKVFRL Proteína de repetición terminal larga (LTR), 

pseudoproteasa retrovírica 
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<221> CDS 
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<222> (15080)...(15394) 
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<223> ORF: 23r 
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<223> ORF: 112 60 
 
<220> 
<221> CDS 
<222> (118968)...(118375) 
<223> ORF: 114r 65 
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<220> 
<221> CDS 
<222> (118508)...(119119) 
<223> ORF: 115 
 5 
<220> 
<221> CDS 
<222> (119588)...(120202) 
<223> ORF: 116 
 10 
<220> 
<221> CDS 
<222> (120314)...(121231) 
<223> ORF: 117 
 15 
<220> 
<221> CDS 
<222> (121380)...(123920) 
<223> ORF: 118 
 20 
<220> 
<221> CDS 
<222> (121288)...(122256) 
<223> ORF: 119 
 25 
<220> 
<221> CDS 
<222> (122350)...(123924) 
<223> ORF:120 
 30 
<220> 
<221> CDS 
<222> (123962)...(125566) 
<223> ORF: 121 
 35 
<220> 
<221> CDS 
<222> (125193)...(124591) 
<223> ORF:122r 
 40 
<220> 
<221> CDS 
<222> (125689)...(123935) 
<223> ORF:123r 
 45 
<220> 
<221> CDS 
<222> (123839)...(123297) 
<223> ORF:123ar 
 50 
<220> 
<221> CDS 
<222> (125652)...(126170) 
<223> ORF: 124 
 55 
<220> 
<221> CDS 
<222> (126121)...(125699) 
<223> ORF:125r 
 60 
<220> 
<221> CDS 
<222> (126279)...(127769) 
<223> ORF:126 
 65 
<220> 
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<221> CDS 
<222> (127851)...(128408) 
<223> ORF:127 
 
<220> 5 
<221> CDS 
<222> (128520)...(130076) 
<223> ORF: 128 
 
<220> 10 
<221> CDS 
<222> (130105)...(131700) 
<223> ORF: 129 
 
<220> 15 
<221> CDS 
<222> (131790)...(133283) 
<223> ORF:130 
 
<220> 20 
<221> CDS 
<222> (133246)...(133920) 
<223> ORF: 131 
 
<220> 25 
<221> CDS 
<222> (133972)...(134370) 
<223> ORF:132 
 
<220> 30 
<221> CDS 
<222> (134418)...(134693) 
<223> ORF: 133a 
 
<220> 35 
<221> CDS 
<222> (134402)...(134992) 
<223> ORF:R1 
 
<220> 40 
<221> CDS 
<222> (134853)...(134419) 
<223> ORF: R2r 
 
<220> 45 
<221> CDS 
<222> (135628)...(135897) 
<223> ORF: R3 
 
<220> 50 
<221> CDS 
<222> (136780)...(137112) 
<223> ORF: R4 
 
<220> 55 
<221> CDS 
<222> (137558)...(137022) 
<223> ORF:R5r 
 
<400> 1  60 
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REIVINDICACIONES 
 

1.  Composición farmacéutica que comprende un polinucleótido purificado y aislado con una secuencia que consiste 
en los nucleótidos número 122616 a 136025 de SEC ID nº 01 (inserción de PPVO de VVOV 82) para la utilización en 
el tratamiento de la hepatitis vírica, en la que dicha inserción de PPVO de VVOV 82 modula por disminución la 5 
presentación cruzada de MHC-I. 
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