ES 2 626 657 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA @NUmero de publicacion: 2 626 657
Eint. a1

C12N 7/04 (2006.01)
A61K 31/675 (2006.01)
A61K 31/7068  (2006.01)
A61K 35/76 (2015.01)
A61P 35/00 (2006.01)
C12N 15/00 (2006.01)
C12N 15/863 (2006.01)
C12N 7/00 (2006.01)
A61K 31/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 09.07.2010  PCT/CA2010/001065
Fecha y nimero de publicacion internacional: 13.01.2011 W0O11003194

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  09.07.2010 E 10796626 (9)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 19.04.2017  EP 2451945

Tl'tulo: Virus oncoliticos y métodos para tratar trastornos neoplasicos

Prioridad: @ Titular/es:

10.07.2009 US 224694 P THE GOVERNORS OF THE UNIVERSITY OF
08.07.2010 CA 2709292 ALBERTA (100.0%)
4000 Enterprise Square, 10230 Jasper Avenue

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Edmonton, Alberta T5J 4P6, CA
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

25.07.2017 EVANS, DAVID H. y
GAMMON, DON B.

Agente/Representante:
ZEA CHECA, Bernabé

Observaciones:

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2626 657 T3

DESCRIPCION
Virus oncoliticos y métodos para tratar trastornos neoplasicos
Campo

La divulgacion se refiere a virus oncoliticos, construcciones de vectores y composiciones asi como métodos para
tratar trastornos neoplasicos y mas especificamente a poxvirus que comprenden un gen de R2 funcionalmente
inactivado y métodos para tratar canceres con niveles aumentados de R2 celular.

Antecedentes

Las ribonucledtido reductasas (RR) son enzimas conservadas evolutivamente que catalizan la reduccion de
ribonucledtido difosfatos (rNDP) a desoxirribonucledtido difosfatos (dNDP), que es critica en la produccion y el
mantenimiento de grupos de dNTP. Los ortopoxvirus codifican genes para subunidades de RR tanto grandes
(~90 kDa) como pequefias (~40 kDa), y homodimeros de subunidades grandes y pequefias interaccionan para
formar un complejo de RR funcional.

Los estudios de proteinas RR de vaccinia descubrieron que la inactivacion de insercién de /4L en la cepa WR no
provocaba defectos observables en la replicacion en cultivo y solamente atenuaba levemente estos virus en modelos
de ratén con un aumento aproximadamente décuplo en los valores de dosis letal 50 para esta cepa Al4L en
comparacion con virus de tipo silvestre (6). Lee et al. (23) presentaron un mutante de supresion de 180 pb en las
cepas NYCBH y Wyeth de vaccinia aunque los sitios especificos de esta supresion dentro del gen F4L (o R2) no se
presentan. Estos autores indican que cuando el crecimiento de este mutante se evalué en células BSC-40 a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 10, este mutante de supresion se replicd con cinética y rendimientos similares a
la cepa parental (de tipo silvestre) aunque los autores no presentan los datos cuantitativos reales (23). Estos autores
también indican que este mutante de supresion se replicaba en titulos similares en la piel de ratén (23).

Se han usado clinicamente virus vaccinia y otros poxvirus. Por ejemplo se ha usado virus vaccinia como una vacuna
para la viruela. Ademas, se ha investigado virus vaccinia como un virus oncolitico para terapia de cancer.

El documento WO2009/065546 desvela un virus en el que se suprime el gen de F4L (R2).
Resumen

Como se desvela en el presente documento, se generd y aislé una serie de cepas de virus vaccinia (VACV) que
comprenden subunidad de RR pequefia inactivada funcionalmente (F4, también denominada R2), por ejemplo que
comprende una mutacion puntual que reduce y/o anula la actividad de RR, sola o en combinacion con otras
inactivaciones funcionales. Los mutantes que comprendian R2 funcionalmente inactivada se replicaron mas
escasamente que el virus de tipo silvestre en experimentos de curva de crecimiento pero el grado de los defectos de
replicacion observados dependié de las lineas celulares ensayadas. Los mutantes de R2 también presentaron
capacidades de replicacion del genoma gravemente reducidas en comparacion con virus de tipo silvestre. También
se demuestra en el presente documento que los virus vaccinia que comprenden un gen de R2 funcionalmente
inactivado, solo o en combinacidon con genes R1 y/o J2R funcionalmente inactivados, preferentemente replican e
inducen muerte en células cancerosas que tienen niveles de RR aumentados. Dichos virus son utiles para tratar
trastornos neoplasicos, por ejemplo canceres, con niveles de RR aumentados.

En consecuencia, en un aspecto, la divulgacion proporciona un poxvirus aislado, opcionalmente un poxvirus
recombinante, que comprende un gen de R2 funcionalmente inactivado que comprende una mutacion negativa
dominante, una mutacion puntual o una mutacién de supresion, en el que la proteina codificada por el gen de R2
funcionalmente inactivado es capaz de interaccionar con subunidades de ribonucleétido reductasa (RR) celulares.

En una realizacion, la proteina codificada de la mutacién de supresion carece de al menos 2 aminoacidos, o al
menos 7 aminoacidos, por ejemplo, todo o parte del dominio de unién a R1. En una realizacién adicional, la proteina
codificada carece de al menos 61 aminoacidos. En una realizacién, los aminoacidos suprimidos comprenden la
supresion de al menos un resto cataliticamente importante y/o el sitio de union a R1, por ejemplo como se
proporciona en la Figura 1B. En otra realizacion, el R2 funcionalmente inactivado comprende una mutacion Y300, tal
como una mutacion Y300F, y/o cualquier mutacion de uno o mas de los siguientes restos que provoca pérdida o
reduccion de la actividad catalitica: W34, E38, D70, E101, H104, Y108, F167, F171, G181, 1193, D196, E197, H200,
Y254 y E294. Las mutaciones anteriores se proporcionan en relacion con la secuencia de SEQ ID NO: 1. Un experto
en la materia que usa por ejemplo software de alineamiento de secuencias, seria capaz facilmente de identificar las
posiciones correspondientes en cualquier otro polipéptido de R2.

En un ejemplo, el poxvirus es un género o una cepa que comprende de forma nativa un gen de R2 y es infeccioso
para células de mamifero. En otro ejemplo, el poxvirus es infeccioso para células humanas. En otro ejemplo mas, el
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poxvirus es infeccioso para células tumorales humanas.

En una realizacion, el poxvirus es un Orthopoxvirus tal como un virus vaccinia. En otro ejemplo, el poxvirus no esta
clasificado, por ejemplo es un virus de viruela de cocodrilo (CRV). En otro ejemplo, el virus vaccinia es una cepa de
virus vaccinia seleccionada de WR (referencia de Genbank: NC_006998), Tian Tian (AF095689.1), NYCBH, Wyeth,
Copenhague (M35027), Lister (AY678276), MVA (U94848), Lederle, Temple of Heaven, Tashkent, USSR, Evans,
Praha, LIVP, Ikeda, IHD, Dls, LC16 (AY678275), EM-63, IC, Malbran, DUKE (DQ439815), Acambis (AY313847),
3737 (DQ377945), CVA (AM501482) y AS.

En una realizacion, el gen de R2 funcionalmente inactivado de virus vaccinia codifica una proteina que tiene una
supresion de al menos 2 restos de aminoacidos, opcionalmente que tiene una supresion de 2 aminoacidos de SEQ
ID NO: 1. En otra realizacion, el mutante de supresién carece de al menos 7 aminoacidos, opcionalmente el dominio
de unién a RR1. En un ejemplo adicional, el mutante de supresion carece de al menos 310 restos de aminoacidos, u
opcionalmente carece de restos de aminoacidos 1 a 310. En otro ejemplo, los nucleétidos correspondientes a los
nucledtidos 33948-32987 del genoma de WR se suprimen o el poxvirus comprende una mutacion descrita en las
Tablas 1 0 2.

En una realizacion, el virus aislado o recombinante comprende ademas un gen de R1 funcionalmente inactivado,
gen de timidina quinasa y/o gen del factor de crecimiento de virus vaccinia.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona una composicion que comprende el virus opcionalmente recombinante
aislado desvelado en el presente documento y un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. En un ejemplo,
la composicion comprende ademas hidroxiurea, gemcitabina y/o un analogo de nucledsido

Se desvela un método para inducir muerte en una célula de trastorno neoplasico, comprendiendo el método poner
en contacto la célula con un virus aislado o recombinante o composicién de la divulgacion. La célula puede estar in
vivo.

Se desvela un método para tratar un trastorno neoplasico que comprende administrar una cantidad eficaz del virus
aislado o recombinante o la composicién desvelado en el presente documento a un sujeto que lo necesite. El virus
puede ser un virus oncolitico. El trastorno neoplasico puede ser cancer.

El cancer puede seleccionarse de cancer de mama, cancer de pulmén, cancer colorrectal, cancer hepatico tal como
carcinoma hepatocelular, cancer pancreatico, cancer de piel tal como melanoma, cancer esofagico, leucemia, cancer
ovarico, cancer de cabeza y cuello, gliomas y cancer gastrico. El cancer puede ser un carcinoma. El cancer puede
ser un carcinoma epitelioide. El cancer puede ser un tipo de cancer descrito en la Tabla 4.

El sujeto puede haberse tratado previamente con hidroxiurea y/o gemcitabina. La célula cancerosa o el cancer
pueden ser resistentes a quimioterapia. La célula cancerosa o el cancer pueden ser resistentes a hidroxiurea o
gemcitabina.

La célula cancerosa o el cancer pueden comprender niveles aumentados de ribonucledtido reductasa en
comparacién con una célula normal del mismo tipo tisular. El nivel de ribonucleétido reductasa puede evaluarse
determinando el nivel de actividad de la ribonucleétido reductasa, el nivel de proteinas de la ribonucleétido
reductasa, el nivel de ARN de la ribonucleétido reductasa o los niveles de dNTP, en el que un aumento del nivel de
actividad, proteinas o ARN de ribonucleétido reductasa o un aumento en los niveles de dNTP es indicativo de que la
célula cancerosa o el cancer tiene niveles aumentados de ribonucledtido reductasa. El nivel de ribonucleétido
reductasa puede ser al menos 10 % mas en comparacion con una célula normal del mismo tipo tisular.

La célula cancerosa o una muestra del cancer del sujeto pueden evaluarse con respecto a los niveles de
ribonucledtido reductasa antes de la administracién del virus aislado o recombinante o composiciéon de la
divulgacién. También puede administrarse al sujeto hidroxiurea en la que la hidroxiurea se administra antes de,
contemporaneamente con, o después de la administracion del virus aislado o recombinante o composicion de la
divulgacion.

También puede administrarse al sujeto un analogo de nucledsido, en el que el analogo de nucledsido se administra
antes de, contemporaneamente con o después de la administracion del virus aislado o recombinante y/o
composicion desvelado en el presente documento. También puede administrarse al sujeto gemcitabina en la que la
gemcitabina se administra antes de, contemporaneamente con o después de la administracion del virus aislado
recombinante o composicion desvelada en el presente documento. El analogo de nucledsido puede ser cidofovir
(CDV) y/o cualquier otro compuesto de fosfonato de nucledsido aciclico y/o derivado de alcoxi éster del mismo.

La invencion se refiere a un virus aislado y/o recombinante o una composicion desvelado en el presente documento
para uso en la inducciéon de muerte en una célula cancerosa o para tratar cancer.
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Un aspecto adicional incluye un poxvirus aislado que comprende un gen de R2 funcionalmente inactivado o una
composicion que comprende el poxvirus aislado para uso en la induccién de muerte en una célula de trastorno
neoplasico y/o para su uso en el tratamiento de un trastorno neoplasico. En una realizacion, el trastorno neoplasico
comprende un nivel aumentado de una subunidad de RR.

También se proporciona, en otro aspecto, una construccion de vector para generar un poxvirus con un R2
funcionalmente inactivado que comprende:

una cadena principal de vector;

un acido nucleico 5 que comprende una secuencia flanqueante 5’ de una regién genémica de un gen para
reemplazar tal como un gen de R2;

un casete de intercambio cadena abajo de la secuencia flanqueante 5’, unido operativamente con un promotor y
que codifica una proteina que carece de al menos 2 aminoacidos del dominio de unién a ribonucleétido
reductasa (R1) grande, o una proteina que comprende una mutacién Y300, comprendiendo el casete de
intercambio opcionalmente un casete de gen NEO (por ejemplo unido operativamente con un promotor p7.5), un
casete de gen de gusA (por ejemplo unido operativamente con un promotor H5 modificado) o un gen mutante del
gen para reemplazar tal como un casete de gen de R2 mutante; y

un acido nucleico 3’ que comprende secuencia flanqueante 3’ de la regién genémica del gen para reemplazar tal
como un gen de R2, cadena abajo del acido nucleico del casete de intercambio.

En un ejemplo, el gen para reemplazar es el gen de R2. En ofra realizacion, el gen es un gen de R1. Cuando el gen
para reemplazar es un gen de R2, la distancia entre el inicio del acido nucleico 5’ y el final del acido nucleico 3’ es
mayor de o menor de 180 pb.

En un ejemplo, la cadena principal del vector comprende pZIPPY-NEO/GUS (11). La construccion del vector se
genera usando uno o mas cebadores de la Tabla 5.

Se desvela un método para preparar un poxvirus recombinante aislado que comprende un gen de R2
funcionalmente inactivado como se define por las reivindicaciones, que comprende construir una construccion de
vector para generar un poxvirus con gen de R2 funcionalmente inactivado descrito en el presente documento;
transfectar la construccion de vector en células infectadas con un poxvirus, tal como una célula infectada por
poxvirus de tipo silvestre, en condiciones adecuadas para recombinacion; y aislar un poxvirus recombinante
funcionalmente inactivado para R2.

Se describe una célula aislada que comprende un poxvirus aislado y/o recombinante que comprende un gen de R2
funcionalmente inactivado.

Se describe un anticuerpo generado usando antigeno de R2 de virus de ectromelia que detecta el antigeno R2 de
virus de ectromelia y F4 de virus vaccinia. En una realizacion, el anticuerpo es monoclonal.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Las realizaciones de la divulgacion se describiran en relacion con los dibujos en los que:

Figura 1: estrategia para la construccion de virus vaccinia recombinantes y caracterizacion de cepas mutantes.
A) Esquema de genoma de vaccinia que ilustra las posiciones relativas y estrategias usadas para mutaciones de
supresion/insercion en F4L, 14L y J2R (véase Materiales y Métodos para detalles). B) Alineamiento de
subunidades R2 humana (HR2; referencia de Genbank: NP_001025); R2 de ratén (MR2; referencia de Genbank:
NP_033130); p53R2 humana (Hp53R2; referencia de Genbank: BAD12267); p53R2 de raton (Mp53R2;
referencia de Genbank: Q6PEE3) y R2 de vaccinia (VACVRZ2; referencia de Genbank: AAO89322). Adaptado de
(5). (*) Indica restos cataliticamente importantes y los restos encuadrados representan el dominio de union a R1
(5). El alineamiento se realizé con software ClustalW. C) Geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio que
ilustran el andlisis de PCR de cepas mutantes. D) Analisis de transferencia de Western de cepas mutantes de
ribonucledtido reductasa después de infeccion en células HeLa (MOI = 10) durante 8 h. Obsérvese que la banda
superior en la mancha |4 aparece debido a reactividad cruzada del anticuerpo anti 14 con HR1. La transferencia
para las proteinas celulares o viricas expresadas de forma constitutiva (actina y 13, respectivamente) actuaron
como controles de carga.

Figura 2: Las cepas AF4L muestran un fenotipo de placas pequefias y replicacion alterada in vitro. A) Placas
representativas formadas por cada una de las cepas indicadas 48 h después de la infeccién en células BSC-40.
B) Representaciones de dispersion que ilustran mediciones de area de placa independientes (n = 20) asi como
medias (barra horizontal) en unidades arbitrarias (UA) para cada una de las cepas indicadas. Los circulos
abiertos indican que el area de placa medio fue estadisticamente diferente (P<0,05) de virus de tipo silvestre
basandose en ANOVA de una via. C) y D) Crecimiento de virus en células HelLa infectadas con cada una de las
cepas indicadas a una MOI de 0,03. Los virus se recogieron en los puntos temporales indicados y se titularon en
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células BSC-40. Obsérvese que los experimentos presentados en (C) y (D) se realizaron en paralelo, pero se
presentan en dos graficos para mayor claridad. Por lo tanto, la curva de tipo silvestre es idéntica en ambos
graficos. Los simbolos representan titulos medios de tres experimentos independientes y las barras de error
representan el ET. Algunas barras son aproximadamente del mismo tamafio que los simbolos.

Figura 3: capacidades de replicacion de genoma y crecimiento del virus AF4L en células BSC-40. A) Curva de
crecimiento (MOI = 2) de virus indicados en células BSC-40 que muestran titulos medios (+ET) determinados en
los puntos temporales indicados. Obsérvese que en algunos casos las barras de error son del mismo tamafno
que los simbolos. B) Se analizaron muestras paralelas de A) para replicacion de genoma por transferencias por
ranuras basadas en radioisotopos de extractos de ADN de células infectadas con los virus indicados en
presencia o ausencia de hidroxiurea (HU) 0,5 mM en células BSC-40.

Figura 4: coinmunoprecipitacion de F4 de virus vaccinia con proteinas de ribonucleétido reductasa (RR) celular
enddgena. A) Se infectaron células HeLa (MOI = 10) durante 6 h con virus vaccinia de tipo silvestre después de
lo cual se lisaron las células recogidas y se sometieron los extractos proteicos resultantes a inmunoprecipitacion
usando anticuerpos comerciales que reconocen las proteinas celulares indicadas o suero de cabra normal
(control). B) Coinmunoprecipitacion de F4 con HRI en presencia o ausencia de 14. Se infectaron células HelLa
con cepas de VAVC Al4L o de tipo silvestre como en (A) y se sometieron a inmunoprecipitacion con HRI o
anticuerpos de control 8 h después de la transfeccion. Estos inmunoprecipitados y los extractos celulares
completos correspondientes (lisados) se sometieron a SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y se sometieron a transferencia de Western (WB) con anticuerpos que reconocian las proteinas
celulares o viricas indicadas.

Figura 5: las proteinas RR de poxvirus recombinante interaccionan con proteinas RR humanas enddgenas. A)
Coinmunoprecipitacion de subunidades de RR grandes celulares/viricas marcadas con Flag con subunidades RR
pequefias viricas/celulares. Se infectaron células HeLa (MOI = 10) durante 8 h con las cepas de virus vaccinia
indicadas (véase Materiales y Métodos para descripciones) después de lo cual los lisados se sometieron a
inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti Flag. B) Coinmunoprecipitacion de proteinas R2 marcadas con Hisg
de VAC, ectromelia (ECTV), mixoma (MYX) y fibroma de Shope (SFV) con HR1. Se infectaron células HeLa con
las cepas indicadas a una MOI de 10 durante 8 h y después se sometieron los extractos de proteinas a
inmunoprecipitacion con anticuerpos anti HR1 o suero de control (indicado por “*”). LC, cadena ligera. Después
los inmunoprecipitados y los extractos celulares completos correspondientes se sometieron a transferencia de
Western como se describe en la en la leyenda de la Figura 4.

Figura 6: se localizan proteinas RR humanas y viricas en el citoplasma durante la infeccion con VACV. A)
Localizacion de subunidades de RR humanas en ausencia o presencia de infeccion. Las células HelLa se
infectaron de forma simulada (simulacién) o se infectaron con VACV de tipo silvestre (VAC) a una MOI de 5
durante 10 h después de lo cual se fijaron cubreobjetos y se tifieron con anticuerpos contra R1 (HR1), R2 (HR2)
0 p53R2 humano enddgeno. B) Localizaciéon de subunidades de RR humana y de VACV recombinante durante
infeccion. Se coinfectaron células HelLa con las cepas indicadas (MOl de 5 para cada virus) durante 10 h
después de lo cual se fijaron cubreobjetos y se tifieron con anticuerpos que reconocian epitopos de Flag o Hiss.
Las flechas indican posiciones de ADN virico citoplasmatico. CID, contraste de interferencia diferencial.

Figura 7: la expresion de restos C terminales de F4 inhibe la interaccion con HR1 y altera el crecimiento del
virus. A) Coinmunoprecipitacion de proteinas F4 recombinantes con HR1. Se infectaron células HelLa con las
cepas indicadas a una MOI de 10 durante 8 h y después se sometieron extractos proteicos a inmunoprecipitacion
(IP) con anticuerpos anti HR1 o suero de control (indicado por “*”). Se muestran transferencias de Western (WB)
de material IP y lisados totales. LC, cadena ligera. B) Analisis de area de placas de cepas mutantes para RR. Se
infectaron monocapas de BSC-40 en placas de 60 mm de diametro con ~100 UFP de las cepas indicadas y se
tineron durante 48 h después de la infeccidon con violeta cristal. Las representaciones de dispersion ilustran
mediciones de area de placa independientes (n = 20) asi como medias (barra horizontal) en unidades arbitrarias
(UA) para cada una de las cepas indicadas. Los circulos abiertos indican que el area de placa media era
estadisticamente diferente (P<0,05) del virus de tipo silvestre como se determina por un ANOVA de una via.

Figura 8: correlacion de la expresion de subunidades de RR celulares y replicacion de cepa de virus vaccinia
mutante en dos lineas celulares de cancer pancreatico humano. A) Analisis de transferencia de Western de
expresion de subunidad de RR virica y celular de extractos proteicos preparados a partir de células PANC-1 y
Capan-2 infectadas de forma simulada e infectadas con tipo silvestre (MOI = 5) en los tiempos indicados después
de la infeccion. B) Rendimientos de virus medios (+ET) después de 48 h o 72 h de infeccion (MOI = 0,03) de
células PANC-1 (P) o Capan-2 (C) con las cepas indicadas. C) Nueva representacion de los datos en B) para
mostrar la diferencia relativa en las eficacias de replicacion medias entre las dos lineas celulares para las cepas
indicadas. Los virus que carecen de los genes tanto /4L como F4L replican 30-40 veces mejor en células PANC-
1 que sobreexpresan subunidades de RR celulares en comparacién con células Capan-2. Los virus que codifican
la sustitucion Y300F replican ~100-115 veces mejor en células PANC-1 en comparacién con células Capan-2.
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Figura 9: replicacién de cepas de VACV en células primarias humanas. Las células de pulmén embrionario
humano primarias (HEL) se cultivaron durante 96 h en DMEM que contenia 10 % (Suero) A) o 0,5 % (Sin Suero)
B) FBS antes de la infeccion (MOI = 0,03) con las cepas de VACV indicadas. En los tiempos indicados las
células se recogieron, se congelaron-descongelaron tres veces y se titularon en células BSC-40. Las barras de
error representan DT aunque algunas barras de error son aproximadamente del tamafio de los simbolos. C) Se
cultivaron células HEL como en (A) y (B) y después se infectaron con VACV de tipo silvestre (MOI = 5) o se
infectaron de forma simulada. En los tiempos indicados se prepararon extractos proteicos de lisados celulares.
Se separaron cantidades iguales de proteina por SDS-PAGE seguido de transferencia de Western (WB) con
anticuerpos dirigidos contra R1 humano (HR1), R2 humano (HR2), p53R2 humano (Hp53R2), VACV 14 o VACV
F4. Las transferencias para actina celular actuaron como controles de carga.

Figura 10: requisito diferencial de subunidades de RR de VACV para patogénesis. (A) Analisis del peso corporal
del animal después de infeccidn con cepas mutantes para RR. Se inocularon grupos de 5 ratones NMRI por una
via intranasal con 40.000 UFP de las cepas de VACYV indicadas o se infectaron de forma simulada con tampén
estéril. Los simbolos representan la media del peso corporal de cada grupo de ratones (o miembros
supervivientes) durante los tiempos indicados después de la infeccion. EI nimero de ratones supervivientes en
cada grupo de tratamiento se indica entre paréntesis. Las barras de error representan DT. (B) Titulos de pulmon
después de infeccion con cepas mutantes para RR. La representacion de dispersién muestra titulos de virus de
ratones individuales con medias (barras horizontales) para cada grupo. Los ratones se infectaron en paralelo con
los estudios en (A) y se sacrificaron 5 dias después de la infeccion. Los titulos de virus de pulmén se
determinaron como se describe en Materiales y Métodos.

Figura 11: la cepa AF4L tiene expresion reducida de la proteina de VACV tardia B5. (A) se infectaron células
BSC-40 (a una MOI de 5) con cepas de tipo silvestre o VACV con una supresion de F4L (AF4L) o una cepa
revertida AF4L en la que el gen F4L se reintrodujo en el locus F4L en un fondo de AF4L (AF4ALT®Y). (B) Se
infectaron células BSC-40 como en (A) con virus de tipo silvestre o una cepa de VACV con una supresion de /4L
(Al4L). Se recogieron células en los tiempos indicados después de la infeccién y se prepararon extractos
proteicos para transferencia de Western. Se usaron anticuerpos contra la proteina tardia de VACV B5, las
proteinas viricas tempranas F4 e 14 o actina celular para transferencia en membranas de nitrocelulosa en
paralelo. Los asteriscos indican lisados infectados de forma simulada recogidos después de 24 h.

Figura 12: perfil de expresion de proteinas RR celulares después de la infeccion con VACV. Se infectaron
células HelLa con cepas de tipo silvestre, AF4L o AF4LR®Y (revertida) (MOI de 5) o se infectaron de forma
simulada (IS). Se prepararon extractos proteicos en los tiempos indicados después de la infeccion y se
sometieron cantidades iguales de proteinas a SDS-PAGE seguido de Transferencia de Western (WB) para R1
humana (HR1), R2 humana (HR2) o p53R2 humano (Hp53R2). Las transferencias para actina celular y proteina
I3 de VACV actuaron como controles de carga.

Figura 13: Coinmunoprecipitacion de F4 marcado con Hiss con R1 humana (HR1). Se infectaron células HelLa
con las cepas indicadas (MOl de 10) durante 8 h y después se sometieron los extractos proteicos a
inmunoprecipitacion (IP) con anticuerpos anti-Hiss. Se muestran transferencias de Western (WB) de material IP y
lisados totales. HC, cadena pesada. Obsérvese que VACV F4 es ~37 kDa mientras que Hp53R2 (control positivo
para interaccion de HR1) es ~43 kDa.

Figura 14: Propiedades de crecimiento de cepas recombinantes seleccionadas en células BSC-40. Las células
se infectaron a una MOI de 0,03, se recogieron en los puntos temporales indicados, se congelaron y
descongelaron tres veces, y se titularon en células BSC-40. Aunque los experimentos en (A) y (B) se realizaron
en paralelo, se separan para mayor claridad y por lo tanto la curva de tipo silvestre es la misma en ambos
graficos. Los marcadores en superindice encima de ciertas cepas de virus se refieren a si el locus /4L se inactivo
usando vectores basados en pDGloxPKO™ (INV)- o pDGloxPKOPE" (DEL)- o pZIPPY-NEO/GUS (pZippy). Un
superindice "REV" se refiere a un revertido de la cepa AF4L. Todos los virus basados en pDGloxPKO pasaron
por un procedimiento de purificacion de placas de tres ciclos final en células U20S que expresaban Cre
recombinasa. Los simbolos representan titulos medios determinados por triplicado y las barras de error
representan DT. Algunas barras de error son de aproximadamente el mismo tamafo de los simbolos.

Tabla 1: Principales cepas de VACV usadas en este estudio.

Tabla 2: Susceptibilidad de las cepas de VACV mutantes para RR a cidofovir (CDV), hidroxiurea (HU) y acido
fosfonoacético (APA).

Tabla 3: Conservacion diferencial de genes de RR de Chordopoxirinae.
Tabla 4: Lista de tipos de cancer que sobreexpresan proteinas RR.

Tabla 5: Lista de secuencias.
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Descripcion detallada
i. Definiciones

La expresion "gen funcionalmente inactivado" se refiere a un gen que comprende una o mas mutaciones (p. €j.,
naturales o modificadas técnicamente), tales como una mutacion puntual, una mutacién negativa dominante y/o una
mutacion de supresion, por ejemplo que produce un mutante de supresion, en el que una funcién biologica de la
proteina codificada por el gen, y/o una funcién bioldgica de cualquier complejo en el que participe la proteina, esta
inactivada, por ejemplo, reducida en al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %,
al menos 95 % o mas y/o esta anulada por ejemplo totalmente inhibida en comparaciéon con una molécula de tipo
silvestre. La funcion bioldgica puede reducirse por diversos mecanismos, por ejemplo la secuencia codificante o el
gen puede suprimirse completamente y/o parcialmente, anulando o reduciendo por ejemplo las funciones
enzimaticas y/o estructurales de la proteina codificada, la proteina codificada puede actuar como un negativo
dominante (tal como un mutante catalitico) y formar complejos inactivos y/o la proteina codificada puede estar
estructural y/o cataliticamente inactiva (p. €j., cuando el gen codifica una enzima). Ademas por ejemplo, el promotor
de un gen tal como R2 puede suprimirse, inactivando la funcién de R2 inhibiendo su expresién. Por ejemplo, "gen de
R2 funcionalmente inactivado" significa una secuencia codificante de R2 que codifica una proteina que tiene funcion
bioldgica reducida, tal como actividad catalitica reducida, o que reduce la actividad catalitica de un complejo RR. La
secuencia codificante de R2 puede mutarse por ejemplo suprimiendo o mutando una secuencia que codifica uno o
mas restos cataliticamente importantes, suprimiendo una secuencia que codifica un dominio de unién a R1 u otra
mutacion que reduce los niveles de la proteina y/o actividad de R2. Un experto en la materia, basandose en la
presente divulgacion, seria capaz facilmente, comparando con el tipo silvestre y/o un mutante descrito en el presente
documento, de determinar si una mutacién o supresién particular inactivé funcionalmente R2.

El término “trastorno neoplasico" como se usa en el presente documento se refiere a trastornos proliferativos y/o
displasicos que incluyen, por ejemplo, canceres de cualquier tipo y origen, asi como estadios precursores de los
mismos, incluyendo por ejemplo, canceres, neoplasia, precancer y/o tumor.

El término “cancer" como se usa en el presente documento se refiere a un cancer de cualquier tipo y origen
incluyendo células formadoras de tumores, canceres sanguineos y/o células transformadas.

La expresion “célula de trastorno neoplasico" se refiere a una o mas células derivadas de o fenotipicamente
similares a células de trastorno proliferativo y/o displasico tales como células cancerosas de cualquier tipo y origen
asi como estadios precursores de las mismas, incluyendo por ejemplo, células neoplasicas, células precancerosas
y/o células tumorales.

La expresion “célula cancerosa" incluye células formadoras de cancer o tumor, células transformadas o una célula
que es susceptible de convertirse en una célula formadora de cancer o tumor.

La expresion “una célula" incluye una unica célula asi como una pluralidad o poblacion de células. La administracion
de una composicion a una célula incluye administraciones tanto in vitro como in vivo.

La expresion “poxvirus aislado" como se usa en el presente documento incluye pero sin limitaciéon poxvirus de origen
natural, seleccionados, tales como quimicamente seleccionados, y recombinantes, que se han aislado, por ejemplo
purificado, por ejemplo por un método conocido por un experto en la materia. Un poxvirus aislado que comprende
una R2 inactivada funcionalmente incluye por ejemplo poxvirus aislados que se han inactivado para R2 usando
métodos recombinantes y/o variantes de origen natural y/o variantes aisladas bajo presion de seleccion o
condiciones que dan como resultado mutaciones gendémicas (p. e€j., mutaciones inducidas quimicamente o por
irradiacion) en las que el gen de R2 esta funcionalmente inactivado.

La expresion “poxvirus recombinante" se refiere a un poxvirus modificado técnicamente, tal como un virus vaccinia
modificado técnicamente para comprender una supresion que inactiva la actividad de un producto génico, que se
genera in vitfro generado usando tecnologia de ADN recombinante y/o un poxvirus derivado de dicho poxvirus
recombinado (p. €j., virus descendiente).

La expresion "oncolitico" como se usa en el presente documento se refiere a un virus replicativo selectivo para tumor
que induce muerte celular en la célula y/o el tejido infectado. Aunque pueden infectarse células normales o no
tumorales, las células tumorales se infectan y lisan selectivamente en comparacion con las células normales o no
tumorales. Por ejemplo, un poxvirus aislado es oncolitico si induce una muerte celular al menos 5 veces, al menos 6
veces, al menos 10 veces, al menos 15 veces o al menos 20 veces mas en una poblacién de células de trastorno
neoplasico en comparacién con células de control. Opcionalmente la actividad oncolitica del poxvirus es
preferentemente oncolitica en células de trastorno neoplasico que sobreexpresan una subunidad de RR,
opcionalmente R1 o R2.

La expresion “muerte celular" como se usa en el presente documento incluye todas las formas de muerte celular
7
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incluyendo por ejemplo lisis celular y/o apoptosis. Se sabe que el virus vaccinia, por ejemplo, induce muerte celular
por lisis celular y/o apoptosis. La muerte celular de una célula infectada por poxvirus y/o célula adyacente también
puede denominarse por ejemplo eliminacion de la célula por funciones del sistema inmunitario del hospedador.

El término “nivel" como se usa en el presente documento se refiere a una cantidad absoluta o relativa de un producto
de transcripcion, por ejemplo polipéptido o ARNm, o una actividad de dicho polipéptido, por ejemplo, un nivel de RR,
tal como R1, se refiere al nivel o RR que es detectable o0 medible en una célula o tejido de un sujeto o una poblacién
de sujetos, opcionalmente de un sujeto o una poblacion de sujetos que se sabe que tienen (p. €j., nivel de ensayo) o
no tienen (p. €j., nivel de control) un trastorno neoplasico tal como un cancer. El nivel puede ser un valor numérico
y/o intervalo y puede referirse a niveles de polipéptido, niveles de acido nucleico o niveles de actividad. Cuando el
nivel sea para una muestra de control, el nivel de control también puede referirse a un nivel de RR en célula o tejido
no neoplasico y/o no canceroso, por ejemplo como se encuentra adyacente al tumor por ejemplo en una biopsia
tumoral (p. €j., adyacente normal). Cuando el nivel es para una muestra de ensayo, el nivel de ensayo se refiere a
un nivel de RR en una célula o un tejido neoplasico y/o canceroso. Por ejemplo, cuando se determina si un trastorno
neoplasico y/o cancer tiene niveles de RR aumentados, el nivel de RR determinado usando una muestra de ensayo
que comprende un trastorno neoplasico y/o una célula y/o un tejido canceroso (p. €j., nivel de ensayo), puede
compararse con un nivel de RR en una muestra de control o un valor numérico correspondiente predeterminado (p.
€j., nivel de control). Cuando el nivel de control es un valor o intervalo numérico, el valor o intervalo numérico es un
valor o intervalo que corresponde a un nivel del nivel o intervalo de RR en una muestra de control o muestras de
control (p. ej., puede ser un nivel umbral o de punto en corte o un intervalo de control) y puede predeterminarse.

La expresion "nivel de expresion" como se usa en el presente documento se refiere a la cantidad absoluta o relativa
del producto de transcripcion y/o traduccion de un gen descrito en el presente documento e incluye ARN y productos
polipeptidicos. Un experto en la materia estara familiarizado con uno varios métodos que pueden usarse para
determinar los niveles de transcripcion de ARN, tales como gRT-PCR y/o niveles de polipéptido tales como
inmunohistoquimica y/o transferencia de Western.

La expresion "nivel aumentado” o "nivel elevado” como se usa en el presente documento en referencia a niveles de
expresion de proteinas y/o ARNm de RR en una célula se refiere a cualquier aumento detectable en el nivel de
expresion medible de un producto de expresién de RR, como se mide por la cantidad de transcrito de ARN
mensajero (ARNm) y/o la cantidad de polipéptido en una muestra en comparacién con el nivel de expresion medible
de un RR en una célula de control o comparadora del mismo tipo tisular. Por ejemplo, una célula cancerosa puede
tener un nivel aumentado en comparacién con una célula normal del mismo tipo tisular.

La expresion "tejido normal" como se usa en el presente documento se refiere a un tejido no neoplasico y/o tejido
derivado de un sujeto que no tiene cancer del tejido particular (p. €j., cuando el tejido es pancreas, puede obtenerse
"tejido normal” de un sujeto que no tiene cancer pancreatico). La expresion "célula normal del mismo tipo tisular”
como se usa en el presente documento se refiere a una célula o células derivadas de dicho tejido normal.

Como se usa en el presente documento, "inhibir" o "reducir" una funcién o actividad, tal como actividad y/o union de
RR, es cualquier reduccion en la funcidn o actividad en comparacion con condiciones por lo demas iguales excepto
por una condiciéon o un parametro de interés o, como alternativa, en comparacién con otra condicion.

El término "interacciona" o 'interaccionar", por ejemplo con respecto a subunidades proteicas que forman un
complejo, se refiere a la unién fisica directa o indirecta de una subunidad con una o mas subunidades adicionales.
Por ejemplo, las subunidades de RR grandes y pequefias pueden interaccionar para formar un complejo. La union
puede ser indirecta (p. ej., mediante un compafero de union).

La expresion "cancer resistente" o "cancer resistente a quimioterapia” se refiere a un cancer que tiene sensibilidad
reducida a uno o mas farmacos quimioterapéuticos, por ejemplo amplificando un gen que permite que persista en
presencia del farmaco, por ejemplo aumentando la expresion de RR.

La expresion "muestra” como se usa en el presente documento, por ejemplo para detectar niveles de RR o dNTPS,
se refiere a cualquier muestra de fluido, celular o tisular de un sujeto que puede ensayarse con respecto a la
molécula de interés por ejemplo que comprende una célula o un tejido por ejemplo de un trastorno neoplasico que
se trata. Por ejemplo, la muestra puede ser una biopsia del cancer, o una muestra sanguinea para trastornos
sanguineos. Por ejemplo, si se estan ensayando los niveles de polipéptido, la muestra comprende proteina. Si se
ensaya una molécula de acido nucleico, la muestra comprende acido nucleico. Si se esta determinando la actividad
catalitica, la muestra se prepara convenientemente para permitir la deteccién de la actividad catalitica que se ensaya
de la manera con la que esta familiarizado un experto en la materia.

La expresion "muestra de control" como se usa en el presente documento en el contexto de la determinacién de los
niveles de RR, se refiere a una muestra que comprende una célula o un tejido normal adecuado para determinar un
nivel de RR, la célula o el tejido obtenido de un sujeto o una poblaciéon de sujetos (p. €j., sujetos de control),
opcionalmente de un sujeto o una poblacién de sujetos que se sabe que no tienen un trastorno neoplasico y/o
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cancer, u opcionalmente obtenido de un sujeto con un trastorno neoplasico y/o cancer en el que la muestra de
control comprende tejido no neoplasico y/o no canceroso (p. €j., adyacente normal). Por ejemplo, la muestra de
control puede compararse con una muestra del sujeto que comprende células tumorales, en el que la muestra de
control es el mismo tipo de muestra que la muestra que comprende células tumorales (p. €j., tanto la muestra como
el control son muestras de suero), o tanto la muestra como la muestra de control derivan del mismo tejido (p. €j.,
leucemia de linfocitos T en comparacion con muestra de linfocitos T (control)). La muestra de control también puede
comprender tejido normal adyacente, por ejemplo, comparando una muestra tumoral con un tejido de control normal
adyacente.

Como se usa en el presente documento, "cadena principal del vector" se refiere a una molécula de acido nucleico
que se usa como un vehiculo para suministrar una o mas moléculas de acido nucleico, tal como un gen de R2
mutante, a una célula, por ejemplo para permitir la recombinacion. La cadena principal del vector puede referirse
opcionalmente a la construccion plasmidica que se usa para generar el virus 0 a un genoma de virus (p. €j., el
genoma de virus no recombinado). Opcionalmente, la cadena principal de vector se construye para permitir la
expresion de uno o mas transgenes (p. €j., un casete de expresion) y la construccion (p. €j., cadena principal y
transgén de vector) puede denominarse vector de expresion. Una cadena principal del vector en el que se han
insertado uno o mas acidos nucleicos para transferir a una célula, se denomina una construccion de vector.

La expresién "construccion de vector aislado”, como se usa en el presente documento se refiere a un acido nucleico
sustancialmente libre de material celular o medio de cultivo cuando se produce por ejemplo por técnicas de ADN
recombinante.

La expresion "casete de deteccion” se usa para hacer referencia a un polinucleétido que dirige la expresion de una
molécula que actda como un marcador celular y que opcionalmente proporciona un modo de aislamiento de células
que expresan dicho marcador. La molécula se usa opcionalmente para seleccionar células infectadas o
transfectadas o para determinar la eficacia de la transduccién o transfeccion celular. Las moléculas que son Utiles
como marcadores celulares o agentes de deteccién comprenden, por ejemplo, EGFP o derivados de la misma tales
como YFP y RFP, HSA, GFP o derivados de la misma tales como YFP y RFP, GFP potenciada, mCherry, B-
glucuronidasa, B-galactosidasa, luciferasa de luciérnaga o Renilla, etc. Un experto en la materia reconocera que
pueden usarse de forma similar otras moléculas fluorescentes y no fluorescentes.

Se pretende que el término "anticuerpo” como se usa en el presente documento incluya anticuerpos monoclonales,
anticuerpos policlonales y anticuerpos quiméricos. El anticuerpo puede ser de fuentes recombinantes y/o producirse
en animales transgénicos. Se pretende que la expresion "fragmento de anticuerpo”, como se usa en el presente
documento, incluya Fab, Fab’, F(ab')2, scFv, dsFv, ds-scFv, dimeros, minicuerpos, diacuerpos y multimeros de los
mismos y fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos pueden fragmentarse usando técnicas
convencionales. Por ejemplo, pueden generarse fragmentos F(ab’)2 tratando el anticuerpo con pepsina. El
fragmento F(ab’)2 resultante puede tratarse para reducir los enlaces disulfuro para producir fragmentos Fab'. La
digestion con papaina puede conducir a la formacion de fragmentos Fab. Fab, Fab’ y F(ab')2, scFv, dsFv, ds-scFv,
dimeros, minicuerpos, diacuerpos, fragmentos de anticuerpos biespecificos y otros fragmentos también pueden
sintetizarse por técnicas recombinantes. Se conocen bien en la técnica métodos para preparar anticuerpos.

La expresion "acido nucleico" incluye ADN y ARN y puede ser bicatenario o monocatenario.

La expresion “acido nucleico aislado”, como se usa en el presente documento se refiere a un acido nucleico
sustancialmente libre de material celular o medio de cultivo cuando se produce por técnicas de ADN recombinante, o
precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Un "acido nucleico aislado”
esta también sustancialmente libre de secuencias que flanquean de forma natural el acido nucleico (es decir
secuencias localizadas en los extremos 5’ y 3' del acido nucleico) del que deriva el acido nucleico. Se pretende que
la expresion “acido nucleico” incluya ADN y ARN y puede ser bicatenario o monocatenario. Las secuencias de acido
nucleico contempladas por la presente solicitud incluyen secuencias de nucleétidos aisladas que hibridan con un
producto de ARN de un biomarcador, secuencias de nucleétidos que son complementarias de un producto de ARN
de un biomarcador de la presente solicitud, secuencias de nucleétidos que actian como sondas o secuencias de
nucleétidos que son conjuntos de cebadores especificos.

El término "cebador", como se usa en el presente documento se refiere a una secuencia de acido nucleico, bien de
origen natural como en un producto de digestion de restriccion purificado o producida de forma sintética, que es
capaz de actuar como un punto de sintesis cuando se coloca en condiciones en las que se induce la sintesis de un
producto de extensién de cebador, que es complementario de una cadena de acido nucleico (p. €j., en presencia de
nucledtidos y un agente inductor tal como ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados). El cebador debe
ser suficientemente largo para iniciar la sintesis del producto de extension deseado en presencia del agente
inductor. La longitud exacta del cebador dependera de factores, incluyendo temperatura, secuencias del cebador y
los métodos usados. Un cebador contiene tipicamente 15-25 o mas nucleétidos, aunque puede contener menos. Un
experto en la materia conoce facilmente los factores implicados en la determinacion de la longitud apropiada del
cebador.
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Los términos "R1" y "R2", como se usan en el presente documento se refieren a subunidades grandes y pequefas
de un complejo de ribonucledtido reductasa, respectivamente. "R1" y "R2" pueden referirse a las subunidades de
ribonucledtido reductasa de, por ejemplo: mamiferos, incluyendo, pero sin limitacion, seres humanos, y virus,
incluyendo, pero sin limitacion, poxvirus, tales como virus vaccinia. Los homodimeros de subunidades grandes y
pequefias interaccionan para formar un complejo de ribonucleasa reductasa funcional. Los nombres alternativos
para R1 incluyen, pero sin limitacion, "/4L", "14", "subunidad de RR grande", "subunidad grande", "M1" y "RRM1". Los
nombres alternativos para R2 incluyen, pero sin limitacion, "F4L", "F4" "subunidad de RR pequefa", "subunidad
pequefia”, "RRM2" y "M2". Puede hacerse referencia especificamente a especies adicionales, por ejemplo, R1
humana se indica como HR1 y R2 humana se indica como HR2. Ademas por ejemplo la proteina R1 virica también
se indica como 14 y el gen R1 virico se indica como "/4L" o cuando se hace referencia a la cepa WR, VACV-WR-073.
De forma similar, la proteina R2 virica se denomina "F4" y el gen se denomina "F4L" o "VACV-WR-043" cuando se
hace referencia a la cepa WR especificamente. Un experto en la materia estaria familiarizado con las diversas
nomenclaturas usadas para genes de vaccinia. Por ejemplo, la nomenclatura "antigua", pero mas comun, para
genes de vaccinia usa designaciones basadas en letras (es decir F4L e [4L), una nueva nomenclatura mas reciente
basada en el numero de fase abierta de lectura (ORF) (desde el lado izquierdo de genoma al lado derecho) usa
numeros para indicar el nimero de ORF del lado izquierdo (p. €j., 4L es la 732 ORF desde el inicio del genoma).

El término "p53R2" como se usa en el presente documento se refiere a una subunidad R2 alternativa codificada en
células de mamifero (p. €j., p53R2 de raton; referencia de Genbank: Q6PEE3.1). El término "Hp53R2" como se usa
en el presente documento se refiere a la forma humana de p53R2 (referencia de Genbank: BAD12267.1).

La expresion "RR celular" como se usa en el presente documento se refiere a las una o mas subunidades de una
proteina RR no virica, por ejemplo una subunidad de RR humana. Se desvela en el presente documento, por
ejemplo, que R1 de poxvirus puede interaccionar (p. €j., unirse funcionalmente) con R2 celular (p. €j., de mamifero)
para formar un complejo hibrido funcional.

La expresion “identidad de secuencia” como se usa en el presente documento se refiere al porcentaje de identidad
de secuencia entre dos secuencias polipeptidicas o dos secuencias de acido nucleico. Para determinar el porcentaje
de identidad de dos secuencias de aminoacidos o de dos secuencias de acido nucleico, las secuencias se alinean
para fines de comparacion éptima (p. €j., pueden introducirse huecos en la secuencia de una primera secuencia de
aminoacidos o acido nucleico para alineamiento 6ptimo con una segunda secuencia de aminoacidos o acido
nucleico). Los restos de aminoacidos o nucleétidos en posiciones de aminoacidos correspondientes o posiciones de
nucledétidos se comparan después. Cuando una posiciéon de la primera secuencia esta ocupada por el mismo resto
de aminoacido o nucleétido que la posicion correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son
idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias esta en funcién del nimero de
posiciones idénticas compartido por las secuencias (es decir, % de identidad=numero de posiciones solapantes
idénticas/numero total de posiciones x 100 %). En una realizacion, las dos secuencias tienen la misma longitud. La
determinacion del porcentaje de identidad entre las dos secuencias también puede conseguirse usando un algoritmo
matematico. Un ejemplo no limitante, preferido, de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de dos
secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:2264-2268, modificado como
en Karlin y Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:5873-5877. Dicho algoritmo se incorpora en los
programas NBLAST y XBLAST de Altschul et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403. Pueden realizarse busquedas de
nucleétidos BLAST con los parametros de programa de nucleétidos NBLAST ajustados, por ejemplo, para
puntuacion=100, longitud de palabra=12 para obtener secuencias de nucleétidos homdlogas de una molécula de
acido nucleico de la presente solicitud. Pueden realizarse busquedas de proteinas BLAST con los parametros de
programa XBLAST ajustados, por ejemplo, a puntuacion-50, longitud de palabra=3 para obtener secuencias de
aminoacidos homologas de una molécula proteica de la presente solicitud. Para obtener alineamientos con huecos
para fines de comparacion, puede utilizarse BLAST con Huecos como se describe en Altschul et al., 1997, Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402. Como alternativa, puede usarse PSI-BLAST para realizar una blsqueda por iteraciones
que detecta relaciones distantes entre moléculas (misma referencia). Cuando se utilizan programas BLAST, BLAST
con Huecos y PSI-Blast, pueden usarse los parametros por defecto de los programas respectivos (p. €j., de XBLAST
y NBLAST) (véase, por ejemplo, el sitio web del NCBI). El porcentaje de identidad entre dos secuencias puede
determinarse usando técnicas similares a las descritas anteriormente, permitiendo o no huecos. Al calcular el
porcentaje de identidad, tipicamente se cuentan solamente las coincidencias exactas.

Una "sustitucién de aminoacidos conservativa" como se usa en el presente documento, es una en la que un resto de
aminoacido se reemplaza con otro resto de aminoacido sin anular las propiedades deseadas de la proteina. Se
conocen en la técnica sustituciones de aminoacidos conservativas. Por ejemplo, las sustituciones conservativas
incluyen sustituir un aminoacido en uno de los siguientes grupos por otro aminoacido en el mismo grupo: alanina (A),
serina (S) y treonina (T); acido aspartico (D) y acido glutamico (E); asparagina (N) y glutamina (Q); arginina (R) y
lisina (L); isoleucina (1), leucina (L), metionina (M), valina (V); y fenilalanina (F), tirosina (Y) y triptéfano (W).

El término "hibridar" se refiere a la interaccién de unién no covalente especifica de secuencia con un acido nucleico
complementario.
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Por "condiciones de hibridacion al menos moderadamente rigurosas" se entiende que se seleccionan condiciones
que promueven la hibridacion selectiva entre dos moléculas de acido nucleico complementarias en solucion. Puede
producirse hibridacion de toda o una parte de una molécula de la secuencia de acido nucleico. La parte de
hibridacion es tipicamente de al menos 15 (p. €j., 20, 25, 30, 40 o 50) nucledtidos de longitud. Los expertos en la
materia reconoceran que la estabilidad de una doble cadena de acido nucleico, o hibridos, se determina por la Tm,
que en tampones que contienen sodio esta en funcion de la concentracion de ion sodio y temperatura (Tm = 81,5 °C
- 16,6 (Log10 [Na +]) + 0,41 (% (G + C) - 600/1), o una ecuacion similar). En consecuencia, los parametros en las
condiciones de lavado que determinan la estabilidad hibrida son concentracién de ion sodio y temperatura. Para
identificar moléculas que sean similares, pero no idénticas, a una molécula de acido nucleico conocida puede
suponerse que un desapareamiento del 1 % da como resultado una reduccion de aproximadamente 1 °C en la Tm,
por ejemplo si se buscan moléculas de acido nucleico que tengan una identidad >95 %, la temperatura de lavado
final se reducira en aproximadamente 5 °C. Basandose en estas consideraciones, los expertos en la materia podran
seleccionar facilmente condiciones de hibridacién apropiadas. En realizaciones preferidas, se seleccionan
condiciones de hibridacién rigurosas. Como ejemplo, pueden emplearse las siguientes condiciones para conseguir
hibridacion rigurosa: hibridacion a cloruro sédico/citrato sodico (SSC) 5x/solucién de Denhardt 5x/SDS 1,0 % a Tm -
5 °C basandose en la ecuacion anterior, seguido de un lavado de SSC 0,2x/SDS 0,1 % a 60 °C. Las condiciones de
hibridacion moderadamente rigurosas incluyen una etapa de lavado en SSC 3x a 42 °C. Se entiende, sin embargo,
que pueden conseguirse rigurosidades equivalentes usando tampones, sales y temperaturas alternativos. Puede
encontrarse orientacion adicional con respecto a condiciones de hibridacién en: Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley y Sons, N.Y., 2002, y en Sambrook et al., Molecular Cloning: a Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 2001.

El término "tratar" o "tratamiento" como se usa en el presente documento y como se entiende bien en la técnica,
significa un enfoque para obtener resultados beneficiosos o deseados, incluyendo resultados clinicos. Los resultados
beneficiosos o deseados pueden incluir, pero sin limitacion, alivio o mejora de uno o mas sintomas o afecciones,
reduccion del alcance de la enfermedad, estado estabilizado (es decir, sin empeoramiento) de la enfermedad,
prevencion de la propagacion de la enfermedad, retardo o ralentizacion de la progresion de la enfermedad, alivio o
paliacion de la patologia, disminucion de la reaparicion de la enfermedad y remisién (bien parcial o bien total), bien
detectable o bien indetectable. "Tratar" y "Tratamiento" también significan prolongar la supervivencia en comparacion
con la supervivencia esperada si no se recibe tratamiento. ""Tratar" y "Tratamiento", como se usan en el presente
documento también incluyen tratamiento profilactico. Por ejemplo, un sujeto con trastorno neoplasico en estadio
temprano con niveles de RR aumentados puede tratarse para evitar la progresion o como alternativa un sujeto en
remision puede tratarse con un poxvirus aislado recombinante o una composicién descrita en el presente documento
para evitar la reaparicion. Los métodos de tratamiento comprenden administrar a un sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno o mas poxvirus aislados o recombinantes o composiciones descritos en la presente
solicitud y opcionalmente consisten en una Unica administracién, o como alternativa comprenden una serie de
aplicaciones. Por ejemplo, los virus aislados y/o recombinantes y composiciones descritos en el presente documento
pueden administrarse al menos una vez a la semana, de aproximadamente una vez a la semana a
aproximadamente una vez al dia para un tratamiento dado o los poxvirus aislados o recombinantes y/o
composiciones descritos en el presente documento pueden administrarse dos veces al dia. Como otro ejemplo, el
poxvirus aislado o recombinante se administra solamente una vez, o por ejemplo cada 3 semanas durante 4 ciclos.
La duraciéon del periodo de tratamiento depende de una diversidad de factores, tales como la gravedad de la
enfermedad, la edad del paciente, la concentracion, actividad de los poxvirus aislados o recombinantes y/o
composiciones descritos en el presente documento y/o una combinacién de los mismos. También se apreciara que
la dosificacion eficaz usada para el tratamiento o la profilaxis puede aumentar o reducirse a lo largo del transcurso
de un régimen de tratamiento o profilaxis particular. Los cambios en la dosificacion pueden dar como resultado y
resultar evidentes por ensayos de diagndstico convencionales conocidos en la técnica. En algunos casos, puede
requerirse administracion crénica.

La dosificacion administrada variara dependiendo del uso y factores conocidos tales como las caracteristicas
farmacodinamicas de la sustancia particular, su modo y via de administracion, la edad, la salud y el peso del
receptor individual, la naturaleza y el alcance de los sintomas, el tipo de tratamiento simultaneo, la frecuencia del
tratamiento y el efecto deseado. El régimen de dosificacion puede ajustarse para proporcionar la respuesta
terapéutica optima.

El término "sujeto" como se usa en el presente documento incluye todos los miembros del reino animal incluyendo
mamiferos, y convenientemente se refiere a seres humanos.

Como se usa en el presente documento, "administracién contemporanea" y "administrado de forma contemporanea”
significa que dos sustancias se administran a un sujeto de modo que ambas estén biolégicamente activas en el
sujeto al mismo tiempo. Los detalles exactos de la administracion dependeran de la farmacocinética de las dos
sustancias en presencia de la otra, y pueden incluir administracion de una sustancia en un intervalo de 24 horas de
la administracion de la otra, si las farmacocinéticas son adecuadas. Los disefios de regimenes de dosificacion
adecuados son rutinarios para los expertos en la materia. En realizaciones particulares, dos sustancias se
administraran sustancialmente de forma simultanea, es decir en un periodo de minutos entre si, o en una
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composicion individual que comprende ambas sustancias.

Como se usa en el presente documento, la expresion "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" significa
una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de tiempo necesarios para conseguir el resultado deseado.
Por ejemplo en el contexto o el tratamiento de un trastorno neoplasico, una cantidad eficaz es una cantidad que por
ejemplo induce remision, reduce la carga tumoral y/o previene la propagacion o el crecimiento tumoral en
comparacion con la respuesta obtenida sin la administracion de los poxvirus aislados o recombinantes y/o
composiciones descritas en el presente documento. Las cantidades eficaces pueden variar de acuerdo con factores
tales como la patologia, la edad, el sexo, el peso del sujeto. La cantidad de un poxvirus aislado o recombinante y/o
composicion dados descritos en el presente documento que corresponderan a dicha cantidad variara dependiendo
de diversos factores, tales como el poxvirus aislado o recombinante y/o la composicién descritos en el presente
documento, la formulacion farmacéutica, la via de administracion, el tipo de enfermedad o trastorno, la identidad del
sujeto u hospedador que se trate y similares, pero puede determinarse no obstante de forma rutinaria por un experto
en la materia.

En el entendimiento del alcance de la presente divulgacion, se pretende que la expresion "que comprende” y sus
derivados, como se usan en el presente documento, sean expresiones abiertas que especifiquen la presencia de las
caracteristicas, los elementos, los componentes, los grupos, los nimeros enteros y/o las etapas indicados, pero no
excluyen la presencia de otras caracteristicas, elementos, componentes, grupos, nimeros enteros y/o etapas no
indicados. Lo anterior también se aplica a palabras que tengan significados similares tales como las expresiones
"que incluye", "que tiene" y sus derivados. Finalmente, los términos de grado tales como "sustancialmente",
"alrededor de" y "aproximadamente" como se usan en el presente documento significan una cantidad razonable de
desviacién del término modificado de modo que el resultado final no cambie significativamente. Estos términos de
grado deberian interpretarse como incluyentes de una desviacion de al menos + 5 % del término modificado si esta
desviacion no negara el significado de la palabra que modifica.

Como se usa en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un" y "el"
incluyen referencias plurales a menos que el contenido claramente indique otra cosa. Por lo tanto, por ejemplo, una
composicion que contiene "un virus" incluye una mezcla de dos o mas virus. También deberia observarse que el

término "o" se emplea de forma general en su sentido que incluye "y/0" a no ser que el contenido claramente indique
otra cosa.

Se pretende que las definiciones y las realizaciones descritas en secciones particulares sean aplicables a otras
realizaciones descritas en el presente documento para las que son adecuadas como entenderia un experto en la
materia.

ii. Virus, Vectores, Anticuerpos y Composiciones

La divulgacion se refiere a poxvirus con mutaciones de la subunidad de RR pequefia, por ejemplo en cepas de virus
vaccinia (VACV), y métodos de uso de estos virus. Estas cepas mutantes muestran una capacidad alterada de
replicacion, sin embargo, la replicacion se rescata (bien completamente o bien en parte) en células que
sobreexpresan subunidades de RR celulares, tales como células cancerosas con niveles de RR aumentados.

Se ha descubierto que las subunidades de RR celulares se coinmunoprecipitan con F4 de VACV en presencia o
ausencia de. Ademas, la divulgacion proporciona estudios de inmunofluorescencia que indican que se encuentran
subunidades de RR viricas por todo el citoplasma de células infectadas, posicionandolas bien para interaccionar con
subunidades de RR celulares que también tienen una localizacion exclusivamente citoplasmatica. Sin desear quedar
ligados a la teoria, se cree que la produccién de estos complejos de RR de hospedador/virus puede ayudar a
rescatar defectos de replicacion en presencia o ausencia de 14 (subunidad de RR grande también denominada R1).
La divulgacién posibilita que los poxvirus requieran al menos una subunidad de RR pequefa para su replicacion
apropiada bien para proporcionar dNTP requeridos o bien debido a alguna otra funcién, desconocida, de estas
proteinas.

En consecuencia en un aspecto, la divulgacion proporciona un poxvirus aislado que comprende un gen de R2
funcionalmente inactivado que comprende una mutacion negativa dominante, una mutacion puntual o una mutacion
de supresion, en el que la proteina codificada por el gen de R2 funcionalmente inactivo es capaz de interaccionar
con subunidades de ribonucledtido reductasa (RR) celulares. En otra realizacion, la divulgacion proporciona un
poxvirus recombinante que comprende un gen de R2 funcionalmente inactivado que comprende una mutacion
negativa dominante, una mutacion puntual o una mutacion de supresion, en el que la proteina codificada por el gen
de R2 funcionalmente inactivo es capaz de interaccionar con subunidades de ribonucleétido reductasa (RR)
celulares.

Se demuestra en el presente documento que virus con una supresion del gen de R2 o una mutacién puntual en R2
que actia como un negativo dominante e inhibe la funcién enzimatica de RR, son oncoliticos y utiles para
tratamiento de trastornos neoplasicos. Es predecible que otras mutaciones en R2 que interfieren con y/o anulan la
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actividad de RR en comparacion con el tipo silvestre, por ejemplo, mutantes de R2 que son cataliticamente inactivos,
preferentemente que comprenden supresiones de al menos un resto cataliticamente importante, tales como los
ilustrados en la Figura 1B y opcionalmente que forman complejo con otras subunidades de RR que interfieren con la
actividad de RR (p. €j., mutantes negativos dominantes), o mutantes de R2 que tienen una supresion de todo o parte
del dominio de unién a R1, son (tiles en los métodos desvelados en el presente documento. En consecuencia en
una realizacion, el gen de R2 funcionalmente inactivado comprende una mutacion negativa dominante, una mutacion
puntual o una mutacién de supresion, en el que la proteina codificada por R2 del mutante de supresién carece de al
menos 2 aminoacidos. En otra realizacién, la proteina codificada por el gen de R2 funcionalmente inactivo forma
complejos con subunidades de RR celulares cuando se expresa en una célula. En una realizacion adicional, el
mutante de supresion carece de al menos 5, al menos 7, al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 35, al
menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, al menos 100, al menos 110, al menos 120, al
menos 130, al menos 140, al menos 150, al menos 160, al menos 170, al menos 180, al menos 181, al menos 190,
al menos 200, al menos 210, al menos 220, al menos 230, al menos 240, al menos 250, al menos 260, al menos
270, al menos 280, al menos 290, al menos 300, al menos 310 o al menos 320 restos de aminoacidos. En otra
realizacion, los aminoacidos suprimidos comprenden la supresiéon de al menos un resto cataliticamente importante
y/o el sitio de union a R1, por ejemplo como se proporciona en la Figura 1B. En una realizacion, el virus aislado o
recombinante en el que el R2 funcionalmente inactivado comprende una mutaciéon Y300 tal como una mutacién
Y300F, y/o cualquier mutacion de uno o mas de los siguientes restos que provoca pérdida o reduccion de la
actividad catalitica: W34, E38, D70, E101, H104, y 108, F167, F171, G181, 1193, D196, E197, H200, Y254 y E294.
En una realizacién, los aminoacidos suprimidos comprenden parte o todo el dominio de unién a R1, reduciendo la
union con R1 en, por ejemplo, al menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas.

El grupo de poxvirus que se espera que sean Utiles incluye por ejemplo poxvirus que son capaces de infectar células
de mamifero, particularmente células humanas y que en su forma de tipo silvestre expresan un gen de R2. En
consecuencia en una realizacion, el poxvirus de tipo silvestre comprende un gen R2 y es infeccioso para células de
mamifero. En una realizacién, el poxvirus es infeccioso para células humanas. El género de Poxvirus, que
comprende un gen R2 y que son infecciosos para células de mamifero incluyen por ejemplo géneros enumerados en
la Tabla 3, tales como Orthopoxvirus tales como virus Vaccinia, Leporipoxvirus y Yatapoxvirus. En consecuencia en
una realizacion, el poxvirus se selecciona de Orthopoxvirus tales como virus Vaccinia, Leporipoxvirus y
Yatapoxvirus. En una realizacion, el poxvirus se selecciona de un género en la Tabla 3, opcionalmente un
Orthopoxvirus, un Leporipoxvirus, un Suipoxvirus, un Capripoxvirus, un Cervidpoxvirus, un Avipoxvirus, un
Moluscipoxvirus, un Parapoxvirus y un Yatapoxvirus. En otra realizacion, el poxvirus no esta clasificado, por ejemplo,
es un poxvirus de cocodrilo (CRV). En una realizacion, la especie de poxvirus es una especie enumerada en la
Tabla 3, tal como poxvirus de caballo (HSPV), taterapoxvirus (TATV), virus variola (VARV), poxvirus porcino (SPXV),
etc.

Los virus vaccinia, por ejemplo, son utiles como agentes oncoliticos. Los virus vaccinia, asi como muchos otros
Orthopoxvirus (p. ej. ECTV), tienen un ciclo de vida rapido y eficaz, formando viriones maduros en unas 6 h y el virus
vaccinia se propaga eficazmente de célula a célula aumentando de este modo la eficacia de una infeccion in vivo.
Los virus vaccinia pueden infectar una amplia serie de tejidos humanos y existe un gran conjunto de conocimiento
acerca de su biologia y experiencia extensiva con él clinicamente como parte del programa de vacunacion de
viruela. En consecuencia, en una realizacion preferida, el poxvirus es un virus vaccinia.

Los experimentos desvelados en el presente documento se han realizado en una cepa adaptada de laboratorio de
virus vaccinia. Un experto en la materia conoce varias cepas clinicas y adaptadas en laboratorio. Para aplicaciones
humanas, es util un virus de uso clinico. En consecuencia en una realizacion, el poxvirus aislado o recombinante es
un virus de uso clinico. En una realizacion, la cepa de virus vaccinia es WR, Tian Tian, NYCBH, Wyeth,
Copenhagen, Lister, MVA, Lederle, Temple of Heaven, Tashkent, USSR, Evans, Praha, LIVP, lkeda, IHD, Dls, LC16,
EM-63, IC, Malbran, DUKE, Acambis, 3737, CVA y AS. En una realizacion, la cepa es NYCBH a condicion de que el
gen de R2 funcionalmente inactivado no codifique un gen de R2 suprimido para 180 pb. En otra realizacion la cepa
es Wyeth a condicion de que el R2 funcionalmente inactivado no codifique un R2 con una supresion de 180 pb. En
una realizacion, el virus vaccinia aislado o recombinante comprende un R2 funcionalmente inactivado que tiene una
supresion de al menos 2, al menos 5, al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al menos
50, al menos 60, al menos 61, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 100, al menos 110, al menos 120,
al menos 130, al menos 140, al menos 150, al menos 160, al menos 170, al menos 180, al menos 190, al menos
200, al menos 210, al menos 220, al menos 230, al menos 240, al menos 250, al menos 260, al menos 270, al
menos 280, al menos 290, al menos 300, al menos 310, al menos 320 restos de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En
otra realizacion, el poxvirus y/o virus vaccinia aislado o recombinante comprende un R2 funcionalmente inactivado
con supresion de al menos 2, al menos 5, al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 35, al menos 40, al
menos 50, al menos 60, al menos 61, al menos 70, al menos 80, al menos 90, al menos 100, al menos 110, al
menos 120, al menos 130, al menos 140, al menos 150, al menos 160, al menos 170, al menos 180, al menos 190,
al menos 200, al menos 210, al menos 220, al menos 230, al menos 240, al menos 250, al menos 260, al menos
270, al menos 280, al menos 290, al menos 300, al menos 310, al menos 320 restos de aminoacidos, en el que el
R2 es al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95, al menos 98 %, al menos 99 % o mas idéntico a
SEQ ID NO: 1. En una realizacion, el mutante de supresion de R2 comprende supresion de al menos 310 restos de
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aminoacidos. En otro ejemplo, el mutante de supresion de R2 comprende supresion de los restos de aminoacidos 1
a 310.

La supresion también puede describirse con respecto a posiciones de nucleotidos. Por ejemplo, una supresion de al
menos 30 restos de aminoacidos de R2 corresponde a una supresion de al menos 90 nucleédtidos. La supresion
también puede describirse en referencia a posiciones gendmicas especificas para una cepa particular, por ejemplo
cepa WR. Un experto habitual en la materia seria capaz faciimente de determinar las posiciones correspondientes
en otras cepas. En consecuencia en un ejemplo, se suprimen nucleétidos correspondientes a los nucledtidos 33948-
32987 del genoma de WR. La secuencia de nucledtidos de WR se proporciona por ejemplo en el nimero de
referencia de Genbank NC-006998.

También se desvela en el presente documento que pueden combinarse inactivaciones funcionales adicionales, por
ejemplo supresiones o mutaciones génicas, de otros genes de poxvirus tales como R1 y timidina quinasa (también
denominado TK o J2R) con el R2. En consecuencia en una realizacion, el virus comprende ademas un gen de R1
funcionalmente inactivado, gen de timidina quinasa y/o gen de factor de crecimiento de virus vaccinia. Las
mutaciones que incluyen mutaciones puntuales, mutaciones negativas dominantes y supresiones que afectan a los
niveles de actividad o de expresion son utiles con los presentes métodos. En un ejemplo, el gen de R1
funcionalmente inactivado comprende una supresion de nucleétidos 61929-64240 en el genoma de WR de vaccinia
que suprime los aminoacidos 1-771 de 14. En otro ejemplo, el gen J2R funcionalmente inactivado comprende una
alteracion en la ORF de J2R de modo que se produzca una insercion entre los nucleodtidos 81001 y 81002 en el
genoma de WR que provoca una alteracion entre el aminoacido 92 y 93 de modo que solamente se expresan los
primeros 92 restos de J2.

El virus aislado o recombinante preferentemente se replica en células de trastorno neoplasico, por ejemplo células
de trastorno neoplasico con niveles de RR aumentados. Se ha demostrado que las células cancerosas amplifican
genes de la subunidades de RR y pueden hacerse resistentes a productos quimioterapéuticos, particularmente a
farmacos que se dirigen a la actividad de RR tales como hidroxiurea y gemcitabina. Los poxvirus desvelados, como
demuestran los resultados del presente documento, replicarian con eficacia aumentada en células con niveles de
RR celulares aumentados. En otra realizacion, el poxvirus aislado o recombinante es oncolitico.

En otro aspecto, la solicitud proporciona una composiciéon que comprende el virus aislado o recombinante desvelado
en el presente documento, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. El diluyente o vehiculo
comprende solucién salina tamponada con fosfato. En otra realizacion, la composicién comprende un producto
quimioterapéutico Util para tratar trastornos neoplasicos con niveles de RR aumentados. En otro ejemplo, la
composicion comprende ademas hidroxiurea, gemcitabina y/o un analogo de nucledsido.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona un vector para generar un poxvirus con un R2 funcionalmente
inactivado que comprende:

una cadena principal de vector;

un acido nucleico 5' que comprende una secuencia flanqueante 5' de un gen de R2 gendmico;

un casete de intercambio unido operativamente con un promotor, tal como un casete de gen NEO y/o un gen de
gusA (promotor H5) o un gen de R2 mutante y que codifica una proteina que carece de al menos 2 aminoacidos
del dominio grande de unién a ribonucledtido reductasa (R1), o una proteina que comprende una mutacion Y300;
y un acido nucleico 3' que comprende secuencia flanqueante 3' del gen de R2 genémico,

en el que el acido nucleico 5' esta cadena arriba del casete de intercambio y el acido nucleico 3' esta cadena abajo
del casete de intercambio. En una realizacién, la distancia entre el inicio del acido nucleico 5' y el final del acido
nucleico 3' es mayor de o menor de 180 nucleoétidos.

En un ejemplo, la cadena principal del vector es pZIPPY-NEO/GUS. Un experto habitual en la materia reconocera
que también serian Utiles otras cadenas principales de vectores Uutiles como vectores de direccion que comprenden
por ejemplo tecnologia de recombinacion de sitio Cre-loxP.

Un aspecto adicional se refiere a un anticuerpo generado usando antigeno R2 de virus ectromelia que detecta
antigeno R2 de virus ectromelia y F4 de virus vaccinia. En una realizaciéon, el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal. En otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo policlonal. Se conocen en la técnica y se desvelan en
el presente documento métodos para preparar anticuerpos policlonales y monoclonales.

Se proporcionan en otro aspecto composiciones que comprenden el anticuerpo y un diluyente o vehiculo, tal como

un BSA opcionalmente en solucién para estabilizar el anticuerpo. También se proporcionan composiciones que
comprenden las construcciones de vector descritas en el presente documento con un diluyente o vehiculo adecuado.
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iii. Métodos

Se desvelan en el presente documento poxvirus que comprenden genes de R2 funcionalmente inactivados. Estos
virus son utiles como agentes oncoliticos para inducir muerte celular en una célula de trastorno neoplasico y/o para
uso en el tratamiento de trastornos neoplasicos. En consecuencia en un aspecto la divulgacion proporciona un
método para inducir muerte en una célula de trastorno neoplasico, comprendiendo el método poner en contacto las
células con un virus aislado o recombinante o composicién descrito en el presente documento. En una realizacién, la
célula esta in vivo.

En ofra realizacion, la divulgacion proporciona un método para tratar un trastorno neoplasico que comprende
administrar una cantidad eficaz del virus aislado o la composicion descrito en el presente documento. En una
realizacion, el virus aislado es un virus recombinante. En ciertas realizaciones, el virus aislado o recombinante
descrito en el presente documento es oncolitico. En una realizacién, el virus aislado es un virus descrito en el
presente documento. En una realizacion, el virus aislado es un virus descrito en la Tabla 1, 2 0 3.

Los virus aislados o recombinantes son Utiles para tratar una diversidad de trastornos neoplasicos. En una
realizacion, el trastorno neoplasico es cancer. Se ha mostrado que varios canceres tienen niveles de RR
aumentados y/o se tratan con productos quimioterapéuticos que se dirigen a RR. En una realizacion, el cancer se
selecciona de cancer de mama, cancer colorrectal, cancer hepatico tal como carcinoma hepatocelular, cancer
pancreatico, cancer cutaneo tal como melanoma, cancer esofagico, leucemia, cancer ovarico, cancer de cabeza y
cuello, gliomas y cancer gastrico.

Hidroxiurea y gemcitabina son productos quimioterapéuticos que se dirigen a RR. En consecuencia, en una
realizacion, la célula cancerosa o el cancer es resistente a hidroxiurea y/o gemcitabina. El uso de productos
quimioterapéuticos tales como hidroxiurea y gemcitabina puede inducir resistencia. En consecuencia, en una
realizacion, el cancer es un cancer resistente, tal como un cancer resistente a HU y/o gemcitabina. En otra
realizacion, el cancer resistente es resistente a hidroxiurea y/o gemcitabina.

Los trastornos neoplasicos, por ejemplo canceres, pueden tener niveles de RR aumentados como se ha
mencionado. En consecuencia en una realizacién, la célula cancerosa o el cancer comprende niveles aumentados
de ribonucleétido reductasa en comparacion con una célula normal del mismo tipo tisular.

Los niveles de RR aumentados pueden reflejarse en niveles aumentados de proteinas, ARN y/o actividad. Por
ejemplo, la expresion de RR aumentada se ha correlacionado directamente con la actividad de RR aumentada (9).
En una realizacién, el nivel de ribonucleétido reductasa se evallia determinando el nivel de actividad de la
ribonucledtido reductasa (p. €j., una o mas subunidades, tales como R2), el nivel de proteinas de la ribonucleétido
reductasa, el nivel de ARN de la ribonucleétido reductasa o los niveles de dNTP, en los que un aumento en el nivel
de actividad, proteina o ARN de ribonucleétido reductasa o un aumento en los niveles de dNTPS es indicativo de
que la célula cancerosa o el cancer tiene niveles aumentados de ribonucleétido reductasa. Un experto habitual en la
materia reconocera que se pueden usarse varios métodos, tales como métodos desvelados en el presente
documento para evaluar el nivel de RR, incluyendo por ejemplo inmunoensayos para niveles de proteinas, RT-PCR
cuantitativa para niveles de ARN y ensayos enzimaticos o de unién para niveles de actividad o andlisis cuantitativo
automatico.

El aumento del nivel de ribonucleétido reductasa (p. €j., de una subunidad tal como R2, o nivel catalitico complejo)
es, en una realizacion, al menos 10 %, al menos 20 %, al menos 30 %, al menos 40 % al menos el 50 %, al menos
60 %, al menos 70 % al menos 80 %, al menos 90 %, al menos 100 % o mas de 100 % mayor en comparacion con
una célula normal del mismo tipo tisular. En otra realizacion, el aumento del nivel de ribonucleétido reductasa (p. €j.,
de RR celular) es al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 3 veces, al menos
aproximadamente 4 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 6 veces, al menos
aproximadamente 7 veces, al menos aproximadamente 8 veces, al menos aproximadamente 9 veces, al menos
aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 15 veces, al menos aproximadamente 20 veces o mas. El
aumento puede ser por ejemplo un aumento en los niveles de proteina, ARN y/o actividad.

En ciertas realizaciones, el sujeto se evaltia en primer lugar con respecto a niveles de RR de trastorno neoplasico.
En consecuencia, en una realizacion, el método comprende determinar el nivel de RR en la célula cancerosa o una
muestra del sujeto que comprende células cancerosas antes de la administracion del virus aislado o recombinante
descrito en el presente documento.

En una realizacion, el sujeto también se trata con otra terapia indicada. Por ejemplo, en una realizacién, también se
administra al sujeto un producto quimioterapéutico. Como se ha mencionado, la hidroxiurea es un producto
quimioterapéutico usado para tratar una amplia diversidad de canceres, incluyendo canceres con niveles de RR
aumentados. En una realizacion, también se administra al sujeto hidroxiurea en el que la hidroxiurea se administra
antes de, contemporaneamente con, o después de la administracion del virus aislado o recombinante o la
composicion de la divulgacion.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2626 657 T3

En otra realizacion, en la que también se administra al sujeto un analogo de nucledsido, en el que el analogo de
nucledsido se administra antes de, contemporaneamente con o después de la administracién del virus aislado o
recombinante o la composicion de la divulgacion. En una realizacién, el analogo de nucledsido es cidofovir (CDV).
CDV es un compuesto antivirico usado para tratar infecciones clinicas por poxvirus en situaciones de emergencia.
Se ha mostrado que CDV es eficaz en la destruccion de células cancerosas. Por ejemplo, CDV puede usarse si se
considera que la replicacion del virus oncolitico es perjudicial para el paciente y el virus ha tenido que eliminarse.
Como se ha mostrado en el presente documento, los virus mutantes son hipersensibles a CDV y por lo tanto serian
altamente susceptibles a dicho tratamiento.

En otra realizacién, también se administra al sujeto gemcitabina en la que la gemcitabina se administra antes de,
contemporaneamente con o después de la administracion del virus o la composicién aislado o recombinante
desvelado en el presente documento.

En una realizacion, la terapia de combinacion se administra de forma contemporanea. En otra realizacion, la terapia
de combinaciéon se administra en un tratamiento de dos etapas, o de tipo consecutivo. En una realizacion, el
farmaco, por ejemplo el producto quimioterapéutico, se administra en primer lugar, y el poxvirus aislado o
recombinante desvelado en el presente documento se administra posteriormente por ejemplo para destruir cualquier
célula resistente o residual, por ejemplo tumor residual o células cancerosas resistentes.

En otra realizacién, el método comprende ademas detectar la presencia del poxvirus aislado o recombinante
administrado, por ejemplo el virus vaccinia administrado en la célula de trastorno neoplasico y/o en una muestra de
un sujeto al que se ha administrado un virus aislado o recombinante o una composicioén descrito en el presente
documento. Por ejemplo, el sujeto puede ensayarse antes de la administracion y/o después de la administracion del
poxvirus aislado o recombinante o la composicion descrito en el presente documento para evaluar por ejemplo la
progresion de la infeccion. En una realizacion, el poxvirus aislado o recombinante de la divulgacion comprende un
casete de deteccion y detectar la presencia del poxvirus aislado o recombinante aislado administrado comprende
detectar la proteina codificada por el casete de deteccion. Por ejemplo, cuando el casete de deteccion codifica una
proteina fluorescente, se capturan imagenes del sujeto o la muestra usando un método de visualizacion de
fluorescencia.

Un aspecto adicional incluye el uso de un virus aislado o recombinante o una composicion descrita en el presente
documento para inducir la muerte en una célula de trastorno neoplasico tal como una célula cancerosa o para tratar
un trastorno neoplasico tal como cancer.

Un aspecto adicional incluye un poxvirus aislado que comprende un gen de R2 funcionalmente inactivado o una
composicion que comprende el poxvirus aislado para su uso en la induccién de muerte en una célula de trastorno
neoplasico y/o para su uso en el tratamiento de un trastorno neoplasico.

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente solicitud:
Ejemplos

Ejemplo 1
RESULTADOS

Generacion de mutantes de vaccinia para ribonucleétido reductasa. Para investigar la necesidad genética de
los genes que codifican las subunidades pequefia (F4L) y grande (/4L) de la ribonucledtido reductasa (RR) de VACV
para replicacion virica, se generd una serie de cepas de VACV mutantes en las que uno (A/4L; AF4L) o ambos
(AI4L/AFA4L) de estos genes de RR viricos se suprimieron del genoma WR (Fig. 1A; véase materiales y métodos
para descripciones detalladas de construccion de virus). Dado que los complejos de RR estan implicados en la ruta
de novo de biogénesis de dNTP y VACV codifica una timidina quinasa (J2R) implicada en la ruta de recuperacion
alternativa y complementaria, se decidié determinar si la inactivacion de insercion del locus J2R agravaria cualquier
fenotipo posible de las cepas de supresion de RR. Por lo tanto, la inactivacion de J2R se llevd a cabo en algunos de
los fondos mutantes de RR para generar cepas AI4L/AF4L/IAJ2R y AF4L/AJ2R. En algunos casos, se insertd un gen
F4L marcado con Hisg 0 un gen F4L marcado con Hiss que codificaba la sustitucién de aminoacidos Y300F en el
locus J2R de cepas AF4L. Y300 representa un resto de tirosina altamente conservado hallado esencialmente en
todas las subunidades pequefias de RR de mamifero (R2) (Fig.1B). El resto homologo en R2 de raton (Y370) se
requiere para la transferencia de radicales entre las subunidades grandes (R1) y pequefas que se requieren para la
catalisis (30). La sustitucion de fenilalanina por Y370 anula la catalisis pero no impide la interaccion fisica de R2 con
R1 (30). La sustitucion del resto homélogo en p53R2 humano (Y331) con fenilalanina también anula la actividad RR
de complejos p53R2/R1 (43). Por lo tanto se ha predicho que la sustitucion Y300F en F4 inactiva la ruta de
transferencia de radicales entre subunidades RR pequefias y grandes manteniendo al mismo tiempo la capacidad de
estas subunidades para interaccionar.
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Se usaron amplificaciones por PCR con cebadores especificos para la region del genoma WR que se alteré en cada
mutante para confirmar la supresién o inactivacion de los loci diana. Los resultados de estos experimentos para las
cepas principales desveladas en el presente documento se muestran en la Fig. 1C junto con diagramas modelo que
representan los sitios de unién aproximados de los cebadores para cada tipo de reaccién de PCR. Se usaron
cebadores especificos para una regién del gen de la ADN polimerasa virica (E9L) como un control positivo para
amplificaciéon a partir de los diversos moldes de ADN viricos. Los cebadores usados para analisis de loci /4L y F4L
solamente amplifican fragmentos de estos loci si las ORF respectivas estan intactas. La amplificacion de productos
de PCR de /4L solamente fue evidente en las cepas no transfectadas con el vector de supresion /4L (Fig. 1C). De
forma similar, las porciones de PCR de F4L confirmaron la presencia de secuencia de F4L solamente en las cepas
no transfectadas con el vector de supresion de F4L (Fig. 1D). Los cebadores para analisis de locus J2R se unen con
secuencias que flanquean el sitio de insercién del vector pSC66 (véase materiales y métodos). Por lo tanto, loci J2R
intactos dan lugar a productos de PCR pequefios (~0,5 kb) mientras que la insercion del gen lacZ (y secuencias
flanqueantes) de pSC66 produce un producto mucho mayor (~4 kb). En los casos en los que el vector pSC66
contenga un gen F4L clonado, el producto de PCR aumenta en tamario hasta ~5 kb debido a los ~1 kb de secuencia
de la ORF de F4L. Todas las amplificaciones por PCR de J2R produjeron productos de tamafo esperado dentro de
cada construccion lo que confirmaba la integridad o inactivacion de insercion del gen J2R (Fig. 1C). La transferencia
de Western confirmd la presencia o ausencia de las subunidades de RR viricas en cada uno de los aislados (Fig.
1D). Aunque se cargaron cantidades iguales de proteina en cada carril, la cepa que expresaba un gen F4L de tipo
silvestre en el locus J2R parecia tener niveles elevados de F4 en comparacion con virus de tipo silvestre mientras
que se observo que la cepa que expresaba el gen F4L Y300F sustituido tenia expresion de F4 ligeramente reducida
(Fig. 1D). El caso anterior es probablemente el resultado de que el gen F4L esté bajo el control de un promotor
temprano/tardio fuerte mientras que el promotor F4L enddgeno se activa solamente en momentos tempranos
durante la infecciéon (29). La menor expresion de F4 del mutante puntual probablemente refleja la capacidad
replicativa reducida en general de este virus (véase posteriormente). Estas y otras cepas de VACV se resumen en la
Tabla 1. Véase Materiales y Métodos para detalles de la construccion de virus.

Caracterizacion de la morfologia de placas y tamaifo de mutantes de vaccinia para ribonucleoétido reductasa.
Como una etapa inicial para caracterizar las propiedades de crecimiento de los virus descritos en la Fig. 1, se analizd
el tamano de las placas y la morfologia de estas cepas en células BSC-40. Las cepas de tipo silvestre y Al4L
tuvieron morfologias de placa similares con espacios abiertos grandes en el centro de las placas y las placas
primarias se asociaron tipicamente de forma estrecha con placas secundarias, mas pequefas, que probablemente
surgen por la liberacion de virus con envoltura extracelular de los sitios de placas primarias mayores (Fig. 2A). El
analisis cuantitativo de areas de placas también indicd que no habia diferencias estadisticamente significativas entre
cepas de tipo silvestre y Al4L (Fig. 2B). Por el contrario, los virus con F4L o F4L y J2R suprimidos presentaron
placas significativamente mas pequefias (p<0,05) que los virus de tipo silvestre con areas de placas medias
solamente 55-60 % de la de tipo silvestre. Ademas, estas placas primarias estaban tipicamente desprovistas de
placas secundarias cercanas a diferencia de las cepas de tipo silvestre y Al4L. Sin embarg__o, las cepas AF4L/IAJ2R
que expresaban una proteina F4 marcada con Hiss de locus J2R (AF4L/AJ2RH'S 4L) presentaron placas
caracteristicas del virus de tipo silvestre con respecto al tamafio y la presencia de placas secundarias.
Sorprendentemente, las cepas que codificaban la sustitucion Y300F produjeron placas que no eran solamente
significativamente mas pequefas (p<0,05) que las del virus de tipo silvestre (Fig. 2B), sino que tras analisis
adicional, también tenian 35-40 % del tamafio de todas las otras cepas AF4L y estas diferencias eran
estadisticamente significativas (p<0,05). Estos resultados sugieren que la supresién de F4L tiene un efecto mas
perjudicial en el tamafio de las placas que la supresion de /4L. Sugiere ademas que la reintroduccion de un gen F4L
marcado con Hisg en el locus J2R puede rescatar este fenotipo de placas menores de las cepas AF4L. Sin embargo,
la expresion de la proteina F4 Y300F parece inhibir mas gravemente la formacion de placas incluso en comparacion
con cepas que carecen tanto de genes de subunidad de RR como del gen de la timidina quinasa virica.

También se ensayd la capacidad de otras proteinas R2 del hospedador o de Chordopoxvirus marcadas con Hisg
para rescatar el fenotipo de placas pequefias de la cepa AF4L. Los genes de R2 codificados por genes de R2 de
ECTV, MYXV y SFV fueron todos capaces de rescatar el fenotipo de placas pequefias, pero resulta interesante que
el gen de Hp53R2 no consiguié rescatar este fenotipo (Fig. 2B). Estos resultados implicaron que las proteinas R2 de
Chordopoxvirus han conservado una funciéon especifica y/o un nivel de actividad que no esta recapitulado por
Hp53R2.

Caracterizacion de capacidades de replicacion de mutantes de vaccinia para ribonucleétido reductasa. Para
explorar la cinética de crecimiento de estos mutantes de RR, se realizaron curvas de crecimiento adicionales en
células HeLa. Como se ha indicado anteriormente (6), la supresion de /4L tuvo poco efecto en los rendimientos de
virus totales después de 48 h de replicacion con la cepa de tipo silvestre que replica hasta titulos solamente 2 veces
mayores que la cepa A/4L (Fig. 2C). Por el contrario, las diferencias entre cepas de tipo silvestre y AF4L fueron
facilmente evidentes a las 18 h después de la infeccidn y esta tendencia continué hasta el final del experimento de
modo que los titulos de tipo silvestre fueron ~15-50 veces mayores que las cepas AF4L (Fig. 2C). La reintroduccion
del gen F4L en el locus J2R parecia rescatar los defectos de replicacion observados en cepas F4L ya que este virus
se replicd de forma similar a la cepa A/4L. Por el contrario, la introduccion del gen F4L Y300F sustituido inhibio la
replicacion productiva durante el transcurso del experimento (Fig. 2D). Estos resultados sugieren que la supresion
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del gen F4L altera la replicacion de vaccinia hasta un mayor grado que la supresion de /4L y que la supresion
conjunta de F4L y J2R no parece tener ningun efecto sinérgico en las capacidades replicativas de vaccinia en cultivo
celular. Ademas la observacion de que la introduccion de un gen F4L de tipo silvestre en el locus J2R puede
rescatar el defecto de crecimiento de cepas AF4L sugiere que el defecto observado del AF4L se debe a la falta de
expresion de F4 y no a otros posibles efectos idiosincrasicos de la supresion del locus F4L. Finalmente, el hecho de
que la cepa que expresa la proteina F4 Y300F tiene capacidad de replicacion mas gravemente reducida que virus
que carecen de ambas subunidades de RR sugiere que el mutante Y300F pueda actuar como un negativo
dominante. Si la proteina F4 normalmente se une con otras subunidades R1 celulares (y viricas) y forma complejos
funcionales durante la infeccion, entonces se predeciria que la proteina F4 Y300F forma complejos tras su union,
evitando que estas subunidades R1 interaccionen con proteinas R2 celulares enddgenas. La introduccion del gen
F4L Y300F en el locus J2R de cepas Al4L/AF4L también conduce a la produccion de placas pequefias que son
similares en tamano a las halladas en la cepa AFALIAJ2RHSY300FFL (Fig. 2B) lo que sugiere que la ausencia de /4L
en estas cepas no impide que el mutante Y300F ejerza sus efectos negativos sobre la replicacion.

Los resultados desvelados en el presente documento sugieren que las cepas de AF4L se alteraron en su capacidad
para replicar en comparacién con virus de tipo silvestre. Esto se debe a que RR desempefia un papel clave en la
biogénesis de dNTP y los estudios iniciales de los inventores descubrieron que AF4L (Fig. 11A), pero no las cepas
Al4L (Fig. 11B), mostraron expresion génica tardia reducida, lo que es una consecuencia comun de defectos en la
replicacion de ADN. Para determinar si esta replicacion virica reducida puede ser el resultado de replicacion
gendmica retardada o reducida, se infectaron células BSC-40 con cepa de tipo silvestre o la cepa AF4L para seguir
la progresion de la produccion de descendencia virica y la replicacion genémica en experimentos paralelos. Para
determinar si la replicacion genédmica reducida puede ser un resultado de la actividad de RR reducida, se impusieron
tratamientos en los que el medio de cultivo de tipo silvestre o AF4L contenia el inhibidor de RR HU debido a que la
resistencia a inhibidores de RR se correlaciona con mayor expresion de RR (33). Los resultados de estos
experimentos se muestran en la Fig. 3. Como se ha observado previamente, el AF4L tiene cinética de replicacion
alterada generando solamente 15 % del virus total observado para la cepa de tipo silvestre a las 24 h después de la
infeccion (Fig. 3A). El analisis de replicacion de genoma virico también indica cinética de replicacion de ADN
retardada de la cepa AF4L siendo el ADN gendmico solamente detectable a las 9 h después de la infeccion en
comparacion con infecciones de tipo silvestre en las que se detecté ADN tan pronto como a las 6 h. Incluso después
de 24 h de infeccidn, la cepa AF4L aun tenia solamente ADN gendmico replicado hasta ~18 % del nivel de virus de
tipo silvestre. Ademas, la adicion de HU 0,5 mM a cultivos de AF4L impidi6 la deteccion de ADN gendmico durante
las 24 h del periodo de infeccion mientras que el virus de tipo silvestre produjo ADN gendmico detectable aunque
con cinética retardada y en cantidades reducidas de forma muy similar a la cepa AF4L en ausencia de HU (Fig. 3B).
La comparacion de la Fig. 3B y A sugiere que la replicacion pico de la AF4L se produjo entre 9 y 12 h después de la
infeccion ya que es cuando se observa el mayor aumento de titulos viricos asi como replicacion de genoma. Por el
contrario, la cepa de tipo silvestre experimenta grandes aumentos de titulos y replicacion genémica mas temprano,
entre 6y 9 h después de la infeccion y después de nuevo entre 18 y 24 h después de la infeccion, con este segundo
aumento esencialmente ausente en las infecciones por AF4L. Estos resultados sugieren que la replicacion alterada
de la cepa AF4L puede deberse al menos parcialmente a sintesis de genoma reducida y la hipersensibilidad de esta
cepa a HU sugiere que estas infecciones experimentan actividad de RR total reducida lo que se correlaciona
directamente con niveles de expresion de proteinas de RR, lo que a su vez se correlaciona con sensibilidad a
inhibidores de RR (9).

Las cepas AF4L son excepcionalmente hipersensibles a cidofovir y HU. Los estudios anteriores han sugerido
que la menor capacidad de replicacion de las cepas AF4L puede deberse a replicacién de genoma reducida. Sin
embargo, es dificil interpretar el significado de las mediciones bioquimicas de tamafios de grupos debido a las
incertidumbres que rodean a como se distribuyen los dNTP en células infectadas. En su lugar, los inventores han
ensayado si los mutantes de VACV para RR muestran una sensibilidad alterada al farmaco antivirico cidofovir
(CDV). Quinasas celulares convierten CDV en el derivado difosforilo (CDVpp) [8] que es competitivo con respecto a
dCTP (45) e inhibe la actividad de ADN polimerasa E9 de VACV (46, 47). Por lo tanto, puede usarse la sensibilidad
de CDV como una sonda indirecta para cambios en los tamafios de grupos de dCTP. La Tabla 2 resume como las
mutaciones de RR afectan a la sensibilidad de CDV como se evalla por ensayos de reduccion de placas y valores
de concentracion eficaz al 50 % (CEso) calculados. Las cepas de tipo silvestre y AF4L/AJ2R™F* mostraron valores
CEso medios similares de 42,0 y 41,2 uM, respectivamente. La cepa A/4L fue significativamente mas sensible que
las cepas anteriormente mencionadas (P<0,05) que tienen un valor de CEsp medio de 25,1 uyM. Sin embargo, la
pérdida de F4L (o F4L y J2R) dio como resultado mayores hipersensibilidades a CDV (P<0,05) con valores de CEs
~5-7 veces menores que los valores de tipo silvestre. El virus AFALIAJ2RSTFFL e atn mas sensible a CDV
(CEso = 3,5 uM) que las cepas de tipo silvestre (P<0,05) o AF4L (P<0,05). Como se ha indicado previamente (21,
48), la inactivacion de J2R no alterd adicionalmente la sensibilidad de VACV a CDV (Tabla 2). Las tendencias en la
sensibilidad a CDV reflejaron estrechamente las halladas en mediciones de la sensibilidad a HU usando un ensayo
de reduccion de placas (Tabla 2). El orden de resistencia a HU (a partir de mediciones de CEsp) fue tipo silvestre =
AFALINJ2RHISFAL > Al4L > AF4L > AF4LIAJ2RSY300FFL y no pareci6 verse afectado por la presencia o ausencia
del gen J2R (Tabla 2). Para determinar si las hipersensibilidades de las cepas AF4L y AF4L/AJ2R™"FF 5 cDV y
HU fueron especificas y no se debian simplemente a las capacidades replicativas reducidas de estos virus, se
realizd un ensayo de reduccion de placas usando acido fosfonoacético (APA). APA es un analogo de pirofosfato e
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inhibidor de ADN polimerasa que no es competitivo con dNTP (49). Por lo tanto, no deberia esperarse que la eficacia
de APA en la inhibicién de replicacién de virus dependiera de la actividad de RR o los tamafios de grupos de dNTP.
De forma coherente con esto, las cepas de VACV mutantes para RR no fueron hipersensibles a APA en
comparacion con virus de tipo silvestre (Tabla 2). Estas cepas mutantes tampoco fueron hipersensibles a isatin-§3-
tiosemicarbazona (IBT), lo que provoca biogénesis de ARNm virica tardia aberrante (50). Colectivamente, estos
datos apuntan todos a una deficiencia en grupos de dNTP como la causa de la deficiencia de crecimiento de cepa
AF4L (Fig. 2) y sugieren que F4, es el determinante critico de la eficacia del crecimiento y sensibilidad
farmacologica.

Inmunoprecipitacion de subunidades de ribonucleétido reductasa de vaccinia y humanas. La observacion de
que las cepas AF4L se inhibian mas con respecto a morfologia de la placas y cinética de crecimiento que las cepas
Al4L es sorprendente teniendo en cuenta que F4 e |4 deben interaccionar entre si para formar complejos de RR
activos. La replicacion de ADN reducida y la hipersensibilidad de cepas AF4L a CDV sugieren ademas un defecto
heredado en el nivel de replicacion genémica. Una posible explicacion de estas observaciones es que F4 puede
formar complejos RR funcionales con proteinas R1 celulares que normalmente contribuyen al establecimiento de
grupos de dNTP suficientes para la replicacion virica. Las observaciones previas usando proteinas RR de ratdn
purificadas demostraron que tanto F4 como |4 podrian interaccionar con subunidades de RR de ratdén grandes y
pequefias, respectivamente, y formar enzimas cataliticamente activas (7). Resulta interesante que un complejo de
F4-R1 de raton era mas activo que F4-14, R2 de raton-R1 de ratén, o complejo 14-R2 de ratén (7). Para investigar la
posibilidad de la formacidon de complejos entre F4 y proteinas de ribonucleétido reductasa celulares, se realizaron
inmunoprecipitaciones en células HelLa infectadas por virus de tipo silvestre usando anticuerpos contra subunidades
de RR HR1, HR2 o Hp53R2 enddgenas. Resulta interesante que F4 se coinmunoprecipité en cada uno de estos
casos pero no con anticuerpos de control (Fig. 4). Estos resultados sugieren que F4 interacciona fisicamente con
niveles enddégenos de las tres subunidades de RR humanas incluyendo HR1, HR2 y Hp53R2. La interaccion de F4
con subunidades R2 celulares era inesperada. No se sabia previamente que las subunidades R2 de vaccinia
pudieran interaccionar con proteinas R2 celulares y esto era inesperado. Se creyd que estas interacciones podian
deberse en parte a la expresion de subunidades de RR celulares potenciada después de la infeccién. Sin embargo,
los inventores no consiguieron observar la induccion de expresion de RR celular a las 24 h después de la infeccion
(Fig. 12). Para confirmar adicionalmente estos resultados, se construyeron cepas de VACV que expresaban HR1
marcada con Flag (AJ2R™"") o 14 marcada con Flag (AI4L/AJ2R™) y se usaron en nuevos experimentos de
inmunoprecipitacion. La inmunoprecipitacion con anticuerpos anti-Flag confirmé la interaccion de HR1 e 14 con F4
asi como con HR2 y Hp53R2 (Fig. 5A). Se observaron tipicamente bandas mas débiles en las inmunoprecipitaciones
de HR1 marcada con Flag en comparacion con 14 marcada con Flag a pesar de que se inmunoprecipitan cantidades
similares de estas proteinas (Fig. 5A). Este resultado probablemente se deba a la competicion entre la proteina Flag-
HR1 y HR1 enddgena mientras que en Flag-14 se expresa a partir de una cepa A/4L y por lo tanto no tiene que
competir por la union con proteinas R2 con 14 endégena. También se prepararon extractos de células infectadas con
virus AF4LIAJ2RS3FFL o AF4LIAJ2R™F y se observo que estas proteinas marcadas con Hiss también podrian
coinmunoprecipitarse con proteina HR1 (Fig. 5B). Los experimentos de coinmunoprecipitacion reciproca confirmaron
una interaccion entre proteinas F4 y HR1 (Fig. 13). Estos resultados confirman que las subunidades de RR humanas
y viricas interaccionan dentro de células infectadas.

Otras proteinas R2 de Chordopoxvirus rescataron el defecto de replicacion de cepas AF4L de VACYV (Fig. 2B). Por lo
tanto, se determind si estas proteinas podrian interaccionar también con HR1. Todas las proteinas R2 de ECTV,
MYXV y SFV coinmunoprecipitaron con HR1 (Fig. 5B). Aunque parecia haber diferencias en la eficacia de
asociacion de HR1, la transferencia de Western de lisados mostré que esto reflejaba diferencias en los niveles de
expresion de R2 (Fig. 5B). Estos resultados confirman que las subunidades de RR de poxvirus que infectan una
diversidad de hospedadores de mamiferos tienen conservada la capacidad de interaccionar con HR1.

Localizacion de subunidades de ribonucleétido reductasa viricas y humanas durante la infeccion por
vaccinia. Estudios previos han demostrado una distribucién exclusivamente citoplasmatica de proteinas RR de
mamifero en células no infectadas (13, 14, 27). Estudios de microscopia confocal con anticuerpos dirigidos contra
subunidades de RR enddgenas (Fig. 6A) o marcadas con epitopos (Fig. 6B) han sugerido que la infeccion por VACV
no altera la localizacion de RR en el hospedador y también se ha descubierto que subunidades de RR de VACV
muestran una distribucion citoplasmatica similar. Estos resultados apoyan los datos de inmunoprecipitacion de que
se encuentran proteinas RR tanto viricas como humanas dentro del mismo compartimento celular general (el
citoplasma) durante la infeccion, donde tienen la posibilidad de interaccionar.

Requisito de restos C-terminales de F4 para interaccion con HR1. Los estudios previos mostraron que F4
interacciona con HR1, pero no demostraron si dicha interaccidon era esencial para la replicacién virica. Numerosos
estudios estructurales y de inhibicién de péptidos de proteinas RR de clase | han identificado un péptido C-terminal
(encuadrado en la Fig. 1B) en subunidades R2 como critico para la interaccion con proteinas R1 [11, 57, 58, 59, 60,
61]. Ya que este péptido C-terminal esta bien conservado en F4 (Fig. 1B), se especul6 que las interacciones HR1-F4
también dependian de este péptido. Para ensayar esta hipotesis, se genero la cepa de VACV AF4L/AJ2RSFAHARIBD
que codifica un mutante de truncamiento de F4 que carece de los siete restos C-terminales que representan el

dominio de unién a R1 potencial (R1BD). También se generé un mutante de R1 BD que también codifica la
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sustitucion Y300F, (AF4L/AJ2RMSY3OOFFAARIBD) © Como se muestra en la Fig. 7A, F4 marcado con Hiss
coinmunoprecipité con HR1 en extractos de células HelLa. Sin embargo, hubo una clara reduccion (en ~90 %) en la
coinmunoprecipitacién de proteinas F4 marcadas con Hisg que carecian del R1 BD, a pesar de niveles comparables
de estas dos formas de F4 en lisados e inmunoprecipitados. Por lo tanto, F4 parece haber conservado el péptido de
unién a R1 codificado por RR de clase I.

Se usaron mediciones de areas de placas para determinar si la supresion de R1 BD alteraria las propiedades de
siembra en placas de VACV (Fig. 7B). Los virus de control mostraron los mismos tamaros de placa relativos
observados previamente (es decir, tipo silvestre = AF4L/AJ2R™ " >AF4L>AF4L/IAJ2R™ 7Y y las diferencias
fueron todas significativas (P<0,05). Sin embargo, las cepas AF4L/AJ2RSFHARTED v AF4] |AJoRMSYSOOFFALARIBD
produjeron placas de tamafio igual al de las producidas por cepas AF4L (P>0,05). Esto sugirié6 que el F4 R1 BD no
solamente se requeria para la actividad de RR, sino que la interaccion de HR1-F4 también era responsable de los
efectos negativos dominantes observados con cepas que codificaban la proteina F4 Y300F sustituida con un R1 BD
intacto. También se confirmé en estos estudios que la inactivacion de J2R solo no tuvo ningun efecto significativo en
el tamafio de las placas (Fig. 7B).

Replicacion de cepas de vaccinia mutantes para ribonucleétido reductasa en lineas celulares de cancer
pancreatico. Basandose en los resultados previamente descritos se predijo que si el defecto de replicacion de las
cepas AF4L se debia a actividad ribonucledtido reductasa total reducida en células infectadas (y consecuentes
grupos de dNTP menores) entonces el crecimiento de estas cepas deberia potenciarse en lineas celulares que
sobreexpresaban subunidades de RR celulares e impedirse en células que tienen niveles bajos de expresion de RR
celular. Las células PANC-1 y Capan-2 son lineas celulares de cancer pancreatico que se ha indicado previamente
que tiene niveles altos y bajos, respectivamente, de expresion de subunidad de RR (9, 10). Para confirmar estos
resultados y para asegurar que estos resultados también son ciertos para cultivos infectados, se realizaron
transferencias de Western en lisados preparados a partir de cultivos infectados de forma simulada o de tipo silvestre
de células PANC-1 y Capan-2 (Fig. 8A). Los resultados muestran claramente la expresion reducida de HR1, HR2 y
Hp53R2 en células Capan-2 en relacion con células PANC-1, y esto fue cierto en cultivos tanto de simulacién como
infectados por VACV. Por lo tanto, se sembraron nimeros aproximadamente iguales de células PANC-1 y Capan-2
en placas de cultivo y se infectaron con tipo silvestre y las diversas cepas mutantes de RR. Los titulos totales para
cada una de estas infecciones a las 48 h o 72 h después de la infeccion se representan en la Fig. 8B. Todas las
cepas se replicaron claramente menos en células Capan-2 en comparacién con las células PANC-1. La division de
los titulos medios obtenidos en células PANC-1 por los obtenidos en cultivos de Capan-2 para cada virus
proporcioné una estimacion del factor de diferencia en las eficacias de replicacion de cada cepa en estas células
(Fig. 8C). Después de 48 h de infeccion las cepas de tipo silvestre, AI4L y AF4LIAJ2R™ tuvieron titulos que eran
6-8 veces mayores en células PANC-1 que en células Capan-2. Sin embargo, las cepas de virus que carecian de
AF4L mostraron mayores mejoras en replicacion con aumentos de 18-30 veces en titulos viricos en células PANC-1.
La cepa que expresa la F4 Y300F sustituida claramente se beneficiaba mas de la replicacién en células PANC-1
con un aumento de 113 veces en titulos en células PANC-1 en comparacién con células Capan-2. Los resultados a
las 72 h después de la infeccion tuvieron tendencias similares (Fig. 8C). Estos datos sugieren que el defecto de
replicacion de cepas AF4L se rescata al menos parcialmente en células PANC-1. Por ejemplo, las cepas AF4L, y
AI4LIAF4L y AF4L/AJ2R tuvieron titulos solamente ~3-6 veces menores que el virus de tipo silvestre en infecciones
de PANC-1 mientras que estas mismas cepas tuvieron titulos 13-15 veces menores que el tipo silvestre en células
Capan-2 (Fig. 8A). La AI4L/AF4L/IAJ2R se replicé peor que otras cepas AF4L (titulos ~ 16 veces menores que el tipo
silvestre en células PANC-1) lo que sugiere que en ausencia de F4 y J2, 14 puede proporcionar una contribucion
importante a la replicacion virica. Colectivamente, estos resultados sugieren que los defectos de replicacion de las
cepas AF4Ly AFALIAJ2RSY300FFL pueden rescatarse al menos parcialmente en lineas celulares de cancer humano
que sobreexpresan subunidades de RR celulares.

Se requieren genes de metabolismo de nucleétidos de VACV para replicacion en células primarias humanas
en condiciones de bajo suero. Para ensayar adicionalmente la correlacion de la expresion de RR celular y el
rescate de replicacion de virus mutante para RR, se infectaron células primarias humanas con una serie de mutantes
de VACV que carecian de uno o mas genes relacionados con el metabolismo de nucleétidos. Cuando las células se
cultivaron en condiciones de alto suero, lo que estimula la replicacién celular, la mayoria de cepas de VACV se
replicaron productivamente en 72 h replicando todas las cepas de tipo silvestre, A/4L, AF4L/AJ2RH'SF @ y AJ2R, a
titulos similares que eran ~10 veces mayores que las cepas AF4L. La cepa AFALIAJ2RTSY3OFFAL o consiguio
replicar en estas condiciones (Fig. 9A). Por el contrario, en condiciones de privacion de suero en las que las células
entran en quiescencia y tienen replicacion limitada, el virus de tipo silvestre se replicé hasta titulos ~100 veces
mayores que la mayoria de cepas de VACV y a niveles similares a los observados en condiciones de alto suero. De
hecho, las cepas AF4L y AFALIAJ2R™M"FF no consiguieron replicar. Ademas, las cepas /4L, AF4LIAJ2R™ y
AJ2R mostraron un fenotipo de replicacion retardado y reducido, produciendo solamente un aumento de 10 veces en
los titulos a las 72 horas después de la infeccion (Fig. 9B). Estos datos indican que en condiciones de alto suero las
cepas AF4L aun muestran un defecto de replicacion pero este fenotipo se agrava cuando las células se cultivan en
condiciones de bajo suero. Ya que se sabe que el suero estimula la replicacién celular y ya que la maquinaria de
metabolismo de nucleétidos celular tal como RR esta regulado por ciclo celular, se realizé transferencia de Western
para determinar si los niveles de subunidades de RR celulares eran diferentes entre condiciones de alto y bajo
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suero. Tanto HR1 como HR2, que se expresan de una manera especifica de fase S, eran mas abundantes en
condiciones de alto suero en comparacion con tratamientos con privacion de suero. Hp53R2, que no esta regulado
por ciclo celular, se descubrid a niveles similares en ambas condiciones de suero (Fig. 9C). Estos resultados
sugieren que el rescate de cepas de virus mutante para RR en condiciones de alto suero se correlaciona con
abundancia aumentada de subunidades R1 y R2 celulares y en su ausencia, estas cepas mutantes son incapaces
de replicar.

Las subunidades de RR de VACYV se requieren de forma diferente para la patogénesis en ratones. Se uso un
modelo animal para determinar si el requisito diferencial aparente para subunidades de RR de VACV para
replicacion en un cultivo se recapitularia in vivo. Se infectaron grupos de cinco ratones NMRI con dosis iguales de
cepas de tipo silvestre, Al4L, AF4L o Al4L/AF4L y se siguieron los cambios en peso corporal de los animales durante
24 dias. Las cepas de tipo silvestre y Al4L mostraron un grado similar de virulencia, provocando la muerte de 5/5 y
4/5 animales, respectivamente, en un periodo de siete dias de infeccion. Por el contrario, las cepas tanto AF4L como
AI4LIAF4L estuvieron altamente atenuadas, representando los animales pocos o ningun signo de enfermedad y
sobreviviendo a las infecciones (Figura 10A). Hubo descensos pequefios, transitorios, de peso corporal para
animales infectados con la cepa AF4L alrededor del dia 5y 7, pero por lo demas estos animales, y los infectados
con la cepa Al4L/AF4L, no mostraron ninguna sefal evidente de morbilidad en comparacion con el grupo de control
infectado de forma simulada (Fig. 10A). Para obtener una medicion mas cuantitativa de la naturaleza patégena de
estas infecciones, se aislaron tejidos de pulmon de ratones infectados con las cepas anteriormente mencionadas el
dia 5 después de la infeccion. Las cepas de tipo silvestre y Al4L tuvieron claramente una ventaja de replicacion
sobre las cepas AF4L y Al4L/AF4L con titulos de pulmdn aproximadamente 4 log mayores que las Ultimas dos cepas
(Fig. 10B). Estos resultados indican que las subunidades de RR de VACV se requieren de forma diferente para
virulencia en ratones.

ANALISIS

Contribucion de F4 e 14 a la replicacion de vaccinia. La observacion de que la supresion de F4L es mas
perjudicial tanto para la formacion de placas como para los rendimientos de virus que la supresion de /4L sugiere
que F4 es mas importante para la replicacion de vaccinia que 14 (Fig. 2). Estudios tempranos de proteinas RR de
vaccinia hallaron que la inactivacién de insercién de /4L en cepa WR no provocé efectos observables en replicacion
en cultivo y solamente atenud levemente estos virus en modelos de ratéon con un aumento de aproximadamente 10
veces en los valores de dosis letal 50 para esta cepa Al4L en comparacion con el virus de tipo silvestre (6). Otro
estudio realiz6 una supresion parcial de F4L en la cepa de vaccinia NYCBH, asi como la cepa de vacuna de Wyeth,
en un intento de obtener cepas de vacunas alternativas con propiedades de replicacion y virulencia adecuadas (23).
Este estudio descubrié que su mutante F4L se replicaba de forma comparable a virus de tipo silvestre en cultivo
celular en contraste con los hallazgos desvelados en el presente documento (23). Esta observacion puede deberse
en parte a la alta multiplicidad de infeccion (MOI) usada en sus analisis de crecimiento (es decir una MOI de 10) ya
que valores de MOI altos limitarian gravemente la replicacion de los virus en cultivo celular y por tanto las diferencias
entre una cepa de tipo silvestre y una cepa mutante se minimizarian y podrian no detectarse. Las MOI menores de
los inventores (es decir, MOI de 0,03) proporcionan analisis de crecimiento que son mas sensibles a la deteccion de
defectos de crecimiento de cepa mutante ya que el virus debe experimentar multiples ciclos de infeccion y
replicacion y con cada ciclo de replicacion los defectos se agravan y son mas faciles de detectar. Ademas, ya que
los autores no proporcionaron datos de RT-PCR o transferencia de Western para mostrar que la expresién de R2
(F4) se anula o se altera en el virus, por lo tanto no puede decirse con seguridad que su mutante de supresion
inactive realmente el locus R2 (F4L) en el virus.

El analisis detallado de las cepas Al4L y AF4L de la presente divulgacion sugieren que las cepas AF4L
probablemente estan mas atenuadas en su replicacion que las cepas A/4L. La observacion de que el mutante de F4
Y300F atenua la replicacion de VACV mas gravemente que la supresion tanto de F4L como de /4L (Fig. 2) sugiere
que inhibe la produccion de dNTP en la célula formando complejos de RR inactivos con proteinas RR celulares. Esta
prediccion es apoyada por la coinmunoprecipitacion de F4 Y300F con HR1 (Fig. 5). Se predeciria que este resultado
se conseguiria con cualquier mutacion cataliticamente inactivante de F4 que adn permita la interaccion con
subunidades de RR celulares. Por ejemplo, se esperaria que las sustituciones en restos cataliticamente importantes,
conservados, tales como otros restos (ademas de Y300) implicados en la ruta de transporte de radicales [Fig. 1B;
(5)] entre subunidades grandes y pequefias produjeran fenotipos similares en virus mutantes para F4L. La eficacia
aumentada de estas subunidades R2 cataliticamente inactivas que interaccionan con proteinas R1 del hospedador
para inhibir la replicacion de VACV esta apoyada por la observacion de que el R1 BD, que se requiere para la
interaccion con la R1 del hospedador (Fig. 7A) también se requiere para el fenotipo de placas mas pequeias de
virus que codifica la proteina F4 Y300F (Fig. 7B), en comparacion con AF4L.

Esto puede explicar por qué ademas de Orthopoxvirus y Suipoxvirus, la mayoria de los otros géneros de
Chordopoxvirus contienen poxvirus que solamente codifican una subunidad R2 y no una R1. De hecho,
recientemente se ha descubierto que el poxvirus equino (un orthopoxvirus) contiene un gen de R1 fermentado pero
un gen de R2 intacto (37). La conservacion de genes de R2 viricos puede reflejar la regulacion diferencial de niveles
de proteina R2 y R1 de mamifero durante el ciclo celular con proteinas R2 degradadas en fase S tardia mientras que
los niveles de proteina R1 permanecen constantes en todo el citoplasma (3, 12). Aunque las células de mamiferos
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también codifican una subunidad R2 alternativa, p53R2, esta subunidad se encuentra solamente en niveles bajos en
todo el ciclo celular (38). Por lo tanto, la coevolucidon de poxvirus con su hospedador puede haber seleccionado
conservacion de proteinas R2 para formar complejo con las proteinas R1 celulares relativamente abundantes. Los
datos de inmunoprecipitacion (Figs. 4, 5y 7) proporcionan pruebas directas de que las subunidades de RR viricas y
celulares interaccionan durante la infeccién. Ademas, los estudios bioquimicos previos han mostrado que las
subunidades de RR de ratdn y vaccinia pueden formar complejos de RR funcionales in vitro (7), proporcionando un
apoyo adicional a la prediccion de que las subunidades R2 de poxvirus en general interaccionan y forman complejos
funcionales con proteinas R1 celulares. Basandose en los hallazgos de los inventores con proteinas R2 de VACV,
ECTV, MYXV y SFV, se predice que otras proteinas R2 de poxvirus mostraran funciones similares. La
hipersensibilidad aumentada de cepas AF4L a CDV en comparacion con cepas Al4L (Tabla 2) sugiere
adicionalmente que F4 es mas importante en el establecimiento de grupos de dNTP apropiados para apoyar la
replicacion virica.

Potencial oncolitico de poxvirus mutantes para RR. El efecto de rescate de células de canceres humanos que
sobreexpresan proteinas RR celulares en cepas que expresan F4 de AF4L e Y300F (Fig. 8) predice que cualquier
tipo de cancer humano con expresion de RR potenciada sera altamente susceptible al tratamiento con cepas que
expresan F4 Y300F o AF4L. Los inventores han observado en la Fig. 2B que Hp53R2 no rescato6 el fenotipo AF4L de
modo que la sobreexpresion de Hp53R2 por si sola puede no ser suficiente para permitir la replicaciéon fulminante de
la cepa AF4L sin embargo esto se ensayo solamente en un tipo celular. Hp53R2 no parece formar un complejo tan
activo con proteinas R1 del hospedador como R2 del hospedador, por lo tanto esto puede explicar por qué la
sobreexpresion de Hp53R2 no es suficiente para rescatar el crecimiento de cepas AF4L. Debido a que se requiere
una subunidad tanto R1 como R2 para la actividad de RR, se predice que el efecto de rescate de la expresion de RR
del hospedador en la replicacion de cepa de AF4L dependera de un aumento posterior en la actividad de RR en la
célula. Por lo tanto si se sobreexpresa una unica subunidad (es decir HR2) que normalmente no es limitante para la
formacion del complejo RR del hospedador en tejido de cancer, entonces esto apoyaria probablemente la replicacion
de virus mutantes ya que los niveles de HR1 no estan normalmente saturados con HR2 en tejido normal. Ademas,
las células primarias humanas normales no apoyan la replicacion productiva de cepas AF4L cuando estan en
condiciones de bajo suero (Fig. 9). Ya que las condiciones de bajo suero provocan que las células primarias se
detengan en el ciclo celular y entren en quiescencia, estas condiciones imitan lo que se encontraria en tejido de
mamifero donde la mayoria de células estan en un estado altamente diferenciado y quiescente. Estos resultados
sugieren que las cepas AF4L serian altamente selectivas para tejido transformado y serian incapaces de replicar en
tejido normal in vivo. La falta de replicacion de cepas AF4L en ratones apoya adicionalmente esta conclusion (Fig.
10). También se predice que otros poxvirus ademas de VACV que poseen un gen de R2 y son capaces de replicar
en células de cancer humano presentan este fenotipo de dependencia en los niveles de RR celulares en ausencia
del gen de R2 virico. Se ha mostrado que varios otros poxvirus que solamente codifican una subunidad R2 (Tabla 3)
infectan células cancerosas humanas incluyendo Avipoxvirus (p. €j., poxvirus de canario; (16, 20)], Leporipoxvirus
[p.€j., virus de mixoma; (35, 41)] y Yatapoxvirus [p. €j., virus de enfermedad tipo Yaba; (17)], aunque solamente
estos dos ultimos grupos experimentan replicacion productiva, infecciones de tumores humanos con vectores de
viruela de canarios recombinantes no replicativos pueden usarse para suministrar genes ajenos que inducen fuertes
respuestas inmunitarias antitumorales. Se predeciria que la supresion y/o inactivacion catalitica del gen R2 en
poxvirus que se replican de forma productiva en células de mamifero haria estos virus ain mas selectivos para
neoplasias humanas con expresion de RR potenciada. La observacion de que las proteinas R2 de MYXV y SFV
pueden rescatar la replicacion de la cepa AF4L (Fig. 2B) e interaccionar con proteinas R1 del hospedador (Fig. 5B)
apoya la conclusion de que otras proteinas R2 poxviricas realizan un papel similar a F4 de VACV y que se esperaria
que la supresion y/o inactivacion catalitica de estos genes en otros poxvirus dieran lugar a virus con propiedades
similares a las cepas AF4L de VACV (p. ej., oncdlisis potenciada). Ademas, los analisis de crecimiento de los
inventores y los datos de patogenia de raton muestran que la inactivacion tanto de /4L como de F4L produce un
fenotipo similar a una cepa AF4L, reforzando el argumento de que son los genes de R2 de poxvirus los que son
determinantes criticos de las eficacias de replicacion y no los genes de R1 de poxvirus.

Susceptibilidad de tipos de cancer humanos a poxvirus oncoliticos mutantes para RR. Se ha mostrado que
una amplia diversidad de lineas celulares de cancer humano y aislados clinicos presentan niveles de ARNm o
proteinas de RR elevados (véase Tabla 4 para ejemplos y referencias), lo que sugiere que las cepas mutantes para
F4L tales como cepas que expresan F4 Y300F y AF4L pueden ser Utiles en el tratamiento de una amplia serie de
tipos tumorales humanos. Estos tipos tumorales incluyen pero sin limitacion mama, pancreatico, colorrectal,
hepatico, esofagico y piel. Ademas, HU se usa ampliamente para tratar leucemia, canceres ovaricos y canceres de
cabeza y cuello (25, 31, 42), lo que sugiere que estos tipos tumorales también muestran actividad de RR elevada y
serian susceptibles de tratamiento con los poxvirus oncoliticos anteriormente mencionados. De hecho, el tratamiento
prolongado de pacientes con inhibidores de RR tales como gemcitabina puede conducir a resistencia farmacologica
con frecuencia como resultado de la amplificacion del gen de HR2 y posterior sobreexpresion de HR2 (28, 34, 42).
Por lo tanto, las cepas mutantes para F4L tales como las cepas que expresan F4 Y300F y AF4L podrian formar un
componente logico de terapia combinada por el que los pacientes se tratan en primer lugar con HU (o gemcitabina)
seguido de tratamiento con una de estas cepas de VACV oncoliticas para dirigirse al tejido tumoral resistente a
farmacos restante. De hecho la terapia de combinacién de inhibidores de RR y otros virus oncoliticos han tenido
resultados prometedores (2, 40) que apoyan la eficacia de combinacién de inhibidores de RR con cepas mutantes
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F4L, tales como las cepas que expresan F4 Y300F y AF4L. Con el desarrollo de RT-PCR rapida y analisis
cuantitativo automatico para la deteccién de expresiéon RR celular aumentada en canceres humanos, las biopsias de
pacientes podrian preexplorarse potencialmente para determinar si un tejido tumoral particular puede responder bien
al tratamiento oncolitico (22). Por lo tanto, se predice que los virus poxvirus mutantes para RR son agentes
oncoliticos altamente eficaces en una amplia serie de tipos de canceres humanos.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular y de virus. Se han descrito métodos de cultivo celular y de virus en otra parte (1). Se derivaron virus
vaccinia de tipo silvestre (VACV) y sus derivados mutantes de una reserva de VACV (cepa WR) originalmente
adquirida de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC). Se cultivaron de forma normal células de rifidon de
mono verde africano no transformadas (BSC-40) en medio de Eagle modificado (MEM) complementado con suero
bovino fetal 5 % (FBS). Se cultivaron células de adenocarcinoma de cuello uterino humano HeLa en MEM de
Dulbecco (DMEM) complementado con FBS 10 %. Las células Panc-1 y Capan-2 son lineas de carcinoma y
adenocarcinoma epitelioide pancreatico humano, respectivamente, y también se cultivaron en DMEM
complementado con FBS 10 %. Todas las lineas celulares se obtuvieron originalmente de ATCC. Las células se
cultivaron en medio Opti-MEM (Invitrogen) en experimentos que requirieron transfecciones. Todas las células
desveladas en el presente documento tuvieron resultado de ensayo negativo para micoplasma.

Materiales. Se obtuvo Cidofovir [(S)-1-(3-hidroxi-2-fosfonilmetoxipropil) citosina (HPMPC)] de Gilead Sciences
(Foster City, CA). Se obtuvo hidroxiurea (HU) de Alfa Aesar (Ward Hill, MA). Se obtuvieron sustratos X-gal y X-glu de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) y Clontech (Palo Alto, CA), respectivamente. Se obtuvieron acido micofendlico
(MPA) y xantina de Sigma Chemical Co. Se obtuvo hipoxantina de ICN Biomedicals, Inc. (Aurora, OH). Se diluyeron
compuestos hasta su concentracion final en MEM (Cidofovir, HU) o en una mezcla 1:1 de MEM y un agar noble
1,7 % (X-gal; X-glu) inmediatamente antes de su uso. Se obtuvieron ADN polimerasas Taq y PfuUltra™ de
Fermentas (Burlington, ON) y Stratagene (La Jolla, CA), respectivamente.

Anticuerpos, transferencia de Western e inmunoprecipitacion. El suero de cabra normal y anticuerpos
policlonales de cabra contra R1 humana (HR1), R2 humana (HR2) y p53R2 humana (Hp53R2) fueron de Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). Los anticuerpos monoclonales de raton contra HR1 y HR2 fueron de Millipore
(Billerica, MA) y Santa Cruz Biotechnology, Inc., respectivamente. Los anticuerpos monoclonales de ratén contra
epitopos Flag y Hiss fueron de Sigma y Roche (Mississauga, ON), respectivamente. Se obtuvieron anticuerpos
policlonales de conejo anti-epitopo Flag de Sigma. Se desarrollé un anticuerpo monoclonal de ratén contra el
antigeno R2 de virus ectromelia recombinante y el anticuerpo resultante también reconoce F4 de VACV, y se uso
para transferencia de Western (descrita posteriormente). Un anticuerpo policlonal anti-I4 de conejo se obtuvo del Dr.
C. Mathews (Oregon State University). Aunque este anticuerpo reconoce 14 de VACV, también reacciona de forma
cruzada con HR1 en transferencias de western. El anticuerpo monoclonal de ratén contra 13 de VACV se ha descrito
(24) y el anticuerpo monoclonal de raton contra actina celular fue de Sigma.

Se prepararon extractos proteicos para transferencias de Western e inmunoprecipitaciones de cultivos celulares
lisando células en hielo en un tampoén que contiene NaCl 150 mM, Tris 20 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM y NP-40 0,5 %
junto con fenilmetilsulfonilfluoruro recién afiadido (100 pg/ml) y comprimidos inhibidores de proteasa (Roche;). Se
retird residuo celular de muestras después de 1 h de lisis por centrifugacién (10.000 rpm, 10 min, 4 °C). Para
transferencias de Western, se sometieron 20-40 ug de proteina total a SDS-PAGE 8 % y posteriormente se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Estas membranas se bloquearon después durante 1 h a temperatura
ambiente (TA) en tampdn de bloqueo Odyssey (Li-COR Biosciences, Lincoln, NB), después de lo cual se incubaron
con el anticuerpo primario apropiado durante 1 h a TA diluido en tampdn de bloqueo. Después de la incubacion de 1
h, las membranas se lavaron tres veces en PBS que contenia Tween 0,1 % (PBS-T). Las membranas se incubaron
después con anticuerpos secundarios apropiados (Li-COR Biosciences) durante 1 h a TA, después de lo cual las
membranas se lavaron tres veces en PBS-T, una vez en PBS y se exploraron usando un explorador Odyssey (Li-
COR Biosciences).

Se recuperaron rutinariamente extractos proteicos para las inmunoprecipitaciones como se ha descrito anteriormente
6-8 h después de la infeccion en células HelLa (107) infectadas con cepas indicadas a una MOI de 10. Estos
extractos se preclarificaron después por incubacién con perlas de proteina G sepharose (GE Healthcare Life
Sciences, Piscataway, NJ) durante 30 minutos a 4 °C con inversion constante. Las muestras se centrifugaron
posteriormente (2.500 rpm, 1 min, 4 °C) y los sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos y los extractos se
incubaron con el anticuerpo primario apropiado durante la noche a 4 °C con inversién constante. Después se
afadieron perlas de proteina G a los extractos y se incubaron durante 2 h a 4 °C, después de lo cual las perlas se
sedimentaron por centrifugacion (2.500 rpm, 1 min, 4 °C) y se lavaron cuatro veces con tampon de lisis. Los
complejos de perla-proteina resultantes se resuspendieron en tampon de carga de SDS-PAGE, se hirvieron durante
15 min y se cargaron en geles SDS. Después se realizé transferencia de Western como se ha descrito anteriormente
con los anticuerpos indicados.
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Analisis de morfologia y replicacion de placas. Se realiz6 analisis de morfologia de placas en placas de 60 mm
de diametro de células BSC-40 confluentes infectadas con ~100 unidades formadoras de placas (UFP) de la cepa
indicada. Después de 48 h de infeccion, las placas por triplicado se tifieron con violeta cristal y las placas se
exploraron usando un explorador HP ScanJet 6300C. Los archivos de imagen resultantes se sometieron a analisis
de area de placas usando el software ImageJ v1.04g (National Institutes of Health, Estados Unidos). Se realizaron
ensayos de t-Student para muestras no relacionadas en areas de placas medias entre tipo silvestre y cada una de
las diversas cepas mutantes para RR usando software GraphPad Prism (San Diego, CA) (version 4.0). En algunos
casos también se compararon dos cepas mutantes para RR diferentes con respecto a diferencias en areas de
placas medias. Se consideré que un p valor de <0,05 era estadisticamente significativo. Se realizaron analisis de
crecimiento en cultivos de células BSC-40, HeLa, PANC-1 y Capan-2 usando las MOl y cepas indicadas. Las células
se recogieron raspando monocapas al medio de cultivo en los puntos temporales indicados con tres ciclos de
congelacion-descongelacion posteriores para liberar virus. Las reservas de virus se valoraron en monocapas
confluentes de células BSC-40 infectadas durante 48 horas y después se tifieron con violeta cristal. Para
experimentos de PANC-1 y Capan-2, los rendimientos de virus medios de cada virus de PANC-1 se dividieron por
los rendimientos medios obtenidos de cultivos de Capan-2 para obtener una relacién que representa el factor de
aumento en la capacidad replicativa de cada cepa en células PANC- 1 en comparaciéon con células Capan-2. Para
analisis de replicacion de genoma virico, en los tiempos indicados, se extrajo ADN total de células BSC-40
infectadas con virus de tipo silvestre o AF4L a una MOI de 2. En algunos casos los cultivos contenian HU 0,5 mM en
el medio que se afadié 1 h después de la infeccion. EI ADN extraido se aplicé puntualmente en membrana
Zetaprobe usando un aparato de transferencia por ranuras basado en vacio (BioRad) y el ADN del virus se detecto
por hibridaciéon con una sonda de gen E9L marcada con %P El marcador *?P se detectd usando un phosphorimager
Typhoon 8600 y se proceso usando ImageQuant (24).

Ensayos de reduccion de placas. Se realizaron ensayos de reduccion de placas usando cidofovir (CDV) como se
ha descrito previamente (1). Brevemente, se inocularon placas de 60 mm de diametro de células BSC-40
confluentes con ~200 UFP de las cepas de virus indicadas, y 1 h después de la infeccion, se afiadié medio sin suero
o medio que contenia las dosis indicadas de CDV a los cultivos y las placas se incubaron a 37 °C durante 48 h. Las
placas se tifieron después con violeta cristal para visualizar y contar placas. Se calcularon los valores de CEsg
medios y sus intervalos de confianza (IC) al 95 % usando software GraphPad Prism. En casos en los que los IC al
95 % de dos valores de ECsg diferentes no solaparon, estos dos valores de CEsp se consideraron estadisticamente
significativos (p<0,05). Microscopia confocal. Se cultivaron células HelLa en cubreobjetos en placas de 24 pocillos
y se infectaron con las cepas de virus indicadas a una MOI de 5 durante 10 h. Las células se fijaron durante 30 min
en hielo con paraformaldehido 4 % en PBS. Las células fijadas se bloquearon y se permeabilizaron durante 1 h a TA
en PBS que contenia Tween (PBS-T) 0,1 % asi como BSA 10 %. Los cubreobjetos se incubaron después con los
anticuerpos primarios diluidos en PBS-T (BSA 1 %) durante 2 h a TA, se lavaron tres veces y después se incubaron
con anticuerpos secundarios conjugados con Alexa 488 o 594 (Invitrogen) durante 1 h a TA. Las células se
contratifieron después con 4’,6'-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 10 ng/ml en PBS-T durante 15 min. Las muestras de
ensayo se examinaron usando un microscopio confocal de exploracion por laser Zeiss 710 equipado con filtros
DAPI, Alexa 488 y Alexa 594. Las imagenes se capturaron y procesaron usando software ZEN 2009 y Adobe
Photoshop (version 10.0.1).

Estudios con animales. Se obtuvieron ratones NMRI hembras, de 3 a 4 semanas de edad, de Charles River
Laboratories (Bruselas, Bélgica). Se utilizaron ratones a 5 ratones por grupo de infeccién o de control para estudios
de morbilidad. Los ratones se anestesiaron usando ketamina-xilazina y se inocularon por via intranasal (o se
inocularon de forma simulada) con 4x10* UFP de virus diluido en 30 pl de solucidn salina. Se registraron pesos
corporales animales durante los siguientes 24 dias o hasta que los animales tuvieron que sacrificarse debido a mas
del 30 % de pérdida de peso corporal. Para determinar los titulos viricos en pulmones, se sacrificaron dos
(infecciones de tipo silvestre) o cinco animales (infecciones Al4L, AF4L y AI4L/AF4L) el dia 5. Se retiraron muestras
de pulmoén de forma aséptica, se pesaron, se homogeneizaron en MEM, y se congelaron A -70 °C hasta que se
ensayaron por valoraciones en células HEL.

Construccion de plasmidos y rescate de marcadores. Se cultivaron células BSC-40 hasta su confluencia y
después se infectaron durante 1 h con la cepa VACV apropiada (véase posteriormente) a una MOI de 2 en 0,5 ml de
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Las células se transfectaron después con 2 ug de ADN plasmidico
apropiado usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Las células se devolvieron a la incubadora durante otras 5 h, la
solucion de transfeccion se reemplazé con 5 ml de medio del cultivo nuevo, y las células se cultivaron durante 24-48
h a 37 °C. La descendencia del virus se liberd por congelacién-descongelacion, y el titulo del virus se determind en
células BSC-40. Estas reservas de "rescate-marcador” resultantes se volvieron a sembrar después en diluciones en
serie en monocapas de BSC-40 nuevas. Estos cultivos de virus se sometieron después a seleccioén visual de placas
(es decir usando X-gal o X-glu) o seleccion farmacoldgica (es decir usando MPA). Se usaron X-gal y X-glu a una
concentracion final de 0,4 mg/ml en superposiciones de medios de cultivo solidos. Se usaron xantina (250 yg/ml) e
hipoxantina (15 pg/ml) para complementar una reserva de trabajo de MPA (25 ug/ml) para las selecciones de cepas
que codifican yfp-gpt. Las cepas que codifican yfp-gpt codifican una proteina de fusion entre YFP (un derivado de
GFP) y xantina guanina fosforribosiltransferasa (GPT) de E. coli que permite la seleccion visual (YFP) o basada en
acido micofendlico. Todas las cepas se purificaron en placas en células BSC-40 un minimo de tres veces y se
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amplificaron en ausencia de tratamiento farmacoldgico para obtener reservas de trabajo finales. La confirmacion de
rescate de marcadores y posterior supresion/alteracion de la secuencia genémica de VACV enddégena se confirmo
por analisis por PCR del ADN total extraido de células BSC-40 infectadas. En algunos casos se uso transferencia de
Western para confirmar la presencia o ausencia de expresidon génica en las cepas de VACV descritas. Se
proporcionan posteriormente detalles de cada cepa VACV recombinante.

Construccion del virus AF4L. El plasmido pZIPPY-NEO/GUS (11) se us6 para clonar un producto de PCR de
~500 pb que contenia secuencias que flanqueaban el lado “F5L" del locus F4L (cebadores: 5'-
ACTAGTTAGATAAATGGAAATATCTT-3’ [SEQ ID NO: 2] y 5-AAGCTTTCAGTTATCTATATGCCTGT [SEQ ID NO:
3]), asi como un producto de PCR de ~520 pb que contenia secuencias que flanqueaban el lado “F3L” del locus F4L
asi como los ultimos 30 pb de la ORF de F4L (cebadores: 5-CCGCGGAATCATTTTTCTTTAGATGT-3' [SEQ ID NO:
4] y 5-AGATCTTATGATGTCATCTTCCAGTT-3' [SEQ ID NO: 5]). El fragmento de PCR de 500 pb se clon6 en
pZIPPY-NEO/GUS utilizando sitios de restriccion Spel y Hindlll y el fragmento de PCR de 520 pb se cloné en el
vector resultante usando sitios de restriccion de Sacll y Bglll. Estas regiones de homologia se secuenciaron para
asegurar la fidelidad de reacciones de PCR y clonacion. El rescate de este vector (denominado ahora pZIPPY-
F5L7+F3L™) en WR conduce a la supresion de los nucleétidos (nt) 33948-32987 en el genoma de WR (referencia de
Genbank: NC_006998) que comprende 31 nt en la region intergénica entre las ORF de F5L y F4L y los primeros
930 nt de la ORF de F4L de 960 pb. Los ultimos 30 pb de la ORF F4L se mantuvieron para mantener la sefal de
terminacion de la transcripcion endégena para expresion de F5 contenido en el extremo 3’ de la ORF de F4L (29).
Esta regidon se reemplaza por un gen de resistencia a neomicina (neo) promovido por p7.5 asi como un gen gusA
bajo el control de un promotor de H5 modificado (11). Para generar la cepa AF4L, se transfect6 ADN de pZIPPY-
F5L"+F3L™ (~2 pg) en células BSC-40 infectadas por VACV (MOI = 2) de tipo silvestre (cepa WR). Después de 24 h
de replicacion las células se recogieron para virus, se congelaron-descongelaron tres veces y las reservas de virus
se volvieron a sembrar a multiples diluciones en células BSC-40 nuevas superpuestas con medio de cultivo sélido.
Después de 48-72 h de replicacion las placas se superpusieron con una segunda capa de medio de cultivo sélido
que contenia X-glu 0,4 mg/ml. Se aislaron placas azules y se volvieron a sembrar de una manera similar de modo
que el virus AF4L habia experimentado cuatro ciclos de purificacién en placas. Se amplificaron aislados finales en
células BSC-40 y se confirmo la ausencia de secuencia codificante de F4L por PCR (Figura 1C). También se
confirmd la ausencia de expresion de F4 usando transferencia de Western con un anticuerpo monoclonal de ratén
que reconocia F4 (Fig. 1D).

Construccion de virus AI4L y AI4LIAF4L. El plasmido pZIPPY-NEO/GUS (11) se uso6 para clonar un producto de
PCR de ~430pb que contenia secuencias que flanqueaban el lado “/5L" del locus /4L (cebadores: 5'-
ACTAGTGGAAGGGTATCTATACTTATAGAATAATC-3 [SEQ ID NO: 6] y 5-
GTCGACTTTTGTTGGTGTAATAAAAAAATTATTTAAC-3’ [SEQ ID NO: 7] , asi como un producto de PCR de
~340 pb que contenia secuencias que flanqueaban el lado “/3L” del locus /4L (cebadores: 5'-
CCGCGGGGTTAAACAAAAACATTTTTATTCTC-3 [SEQ ID NO: 8] y 5-AGATCTGTTTAGTCTCTCCTTCCAAC-3
[SEQ ID NO: 9]). El fragmento de PCR de 430 pb se clon6 en pZIPPY-NEO/GUS usando sitios de restriccion Spel y
Sall y el fragmento de PCR de 340 pb se cloné en el vector resultante usando sitios de restriccion Sacll y Bglll. Estas
regiones de homologia también se clonaron en un vector separado, pDGloxPKO usando los mismos sitios de
restriccion que con clonacion en pZIPPY-NEO/GUS. Estas regiones de homologia se secuenciaron para asegurar la
fidelidad de reacciones de PCR y de clonacion. El rescate del primer vector (denominado ahora pZIPPY-/5L"+13L") o
el segundo (ahora denominado pDGIloxPKO-/5L"+I3L™) en WR conduce a la supresion de nt 61929-64240 en el
genoma de WR. El primer vector (pZIPPY—I5LH+13LH) reemplaza la regién suprimida con un gen neo promovido por
p7.5 asi como un gen gusA bajo el control de un promotor H5 modificado (11). Este vector se us6 para generar la
cepa A/M4L. El segundo vector (pDGloxPKO-/5L"+/3L") reemplaza la region suprimida con un gen de fusién yfo-gpt
promovido por un promotor de viruela temprano/tardio sintético. Este vector se usé para generar la cepa AI4L/AF4L
por rescate de este vector en un fondo de AF4L. Los virus se aislaron después de transfeccion de vectores
apropiados y seleccion usando X-glu (para cepa Al4L) o acido micofendlico 25 ug/ml (para cepa AI4L/AF4L) en
cultivo de células BSC-40. Todos los aislados se purificaron en placas un minimo de tres veces. Se confirmod la
supresion del locus /4L y pérdida de la expresion de 14 por PCR (Fig. 1C) y transferencia de western (Fig. 1D),
respectivamente.

Construccion de virus AI4LIAFALIAJZR, AF4LIAJ2R, AJ2R, AFALIAJ2RSF AF4LIAJ2R™STFF - Ajal InJ2R™™*
AJ2RTRRT g A JoRMSHPSIRZ E plasmido pSCB6 (39), un derivado del vector de transferencia de vaccinia pSC65 (4)
se usO para generar mutaciones inactivadoras en el locus J2R (timidina quinasa, TK) asi como para introducir genes
ajenos en el locus J2R para expresion bajo el control de un promotor de poxvirus temprano/tardio sintético (véase
posteriormente). Este vector contiene regiones de homologia que flanquean los lados tanto izquierdo como derecho
de la ORF de J2R y crea una alteracion en la ORF de J2R de modo que se realiza una insercion entre los
nucleotidos 81001 y 81002 en el genoma de WR. Esta insercion de ~4 kb codifica un gen /acZ bajo el control de un
promotor de poxvirus p7.5 asi como introduce un segundo promotor de poxvirus sintético temprano/tardio que inicia
la transcripcion en la direccién opuesta del casete p7.5-lacZ (4). Un sitio de clonacion multiple cadena abajo del
promotor sintético permite la insercion de ORF ajenas para expresar (4). La transfeccion de ADN de pSC66 en
AI4LIAF4L, AF4L o células BSC-40 infectadas por VACV de tipo silvestre y posterior seleccion de placas azules (en
presencia de X-gal en medio de cultivo sélido) permitio la creacion de cepas de VACV AI4L/IAF4LIAJ2R, AF4L/IAJ2R
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y AJ2R, respectivamente. La alteracion del locus J2R se confirmé por andlisis de PCR (Fig. 1C y datos no
mostrados). Se usaron cebadores 5-AAGCTTATGCATCACCATCACCATCACATGGAACCCATCCTTGCACC-3
[SEQ ID NO: 10] y 5-GCGGCCGCTTAAAAGTCAACATCTAAAG-3’ [SEQ ID NO: 11] para amplificar por PCR y
clonar una ORF de F4L marcada con Hise (His) en pCR2.1 (Invitrogen). Se aisl6 después un fragmento de restriccion
Kpnl/Notl de este plasmido y se clond en los sitios de restriccion Kpnl/Notl de PSC66 (generando pSC66H'SF4L) para
expresion bajo el promotor sintético temprano/tardio. El rescate de pSCBBH'SAF" en el fondo de AF4L generd la cepa
AFALINJ2RMSF Se realizd mutagénesis dirigida usando los cebadores 5-
CGAAAAACGTGTGGGTGAATTCCAAAAAATGGGAGTTATGTC-3 [SEQ ID NO: 12] y 5-
GACATAACTCCCATTTTTTGGAATTCACCCACACGTTTTTCG-3’ [SEQ ID NO: 13] con un kit Quick-Change® Il XL
(Stratageneg ara generar una ORF de F4L marcada con Hiss que codificaba la sustitucion Y300F Screando
pSCE6 =T ) | rescate de pSCB6™% " en el fondo de AF4L generd la cepa AF4LIAJ2RMSYFFEL ge
usaron los cebadores 5-GTCGACATGGACTACAAGGACGACGATGACAAG-3 [SEQ ID NO: 14] y 5-
GCGGCCGCTTAACCACTGCATGATGTACAGATTTCGG-3' [SEQ ID NO: 15] se usaron para amplificar por PCR
una ORF de /4L marcada con Flag a partir de un vector pCR2.1 que contenia un inserto de ORF de /4L marcado con
Flag previamente generado usando los cebadores 5-
AAGCTTATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTTTGTCATTAAACG AAATG-3' [SEQ ID NO: 16] y 5-
GCGGCCGCTTAACCACTGCATGATGTACAGATTTCGG-3' [SEQ ID NO: 17]. El fragmento de PCR resultante se
subclon6 en pCR2.1 y se clond un fra]gmento de restriccion de Sall/Notl en los sitios Sall/Notl de pSC66 (generando
pSC667%9). El rescate de pSC66™ % en el fondo de A/4L generd la cepa AM4L/IAJ2R™ Se usaron los
cebadores 5-GTCGACATGGACTACAAGGACGACGATGACAAG-3 [SEQ ID NO: 18] y 5-
GCGGCCGCTCAGGATCCACACATCAGACATTC-3' [SEQ ID NO: 19] para amplificar por PCR una ORF de HR1
marcada con Flag a partir de un vector pCR2.1 que contenia un inserto de ORF de HR1 marcada con Flag
previamente generado usando los cebadores 5-
CCAGTGTGGTGGATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGCATGTGA TCAAGCGAGATG-3' [SEQ ID NO:
20] y 5-GCGGCCGCTCAGGATCCACACATCAGACATTC-3’ [SEQ ID NO: 21] y ADNc de HR1 (Invitrogen). El
fragmento de PCR resultante se subcloné en pCR2.1 y se cloné un fragmento de restriccion Sall/Notl en los sitios
Sall/Notl de pSC66 (generando pSC66"*#"R"). El rescate de pSC66™*"R" en el fondo de tipo silvestre genero la cepa
AJ2RTART, Se usaron los cebadores 5-
GGATCCATGCATCACCATCACCATCACATGGGGGACCCGGAAAGGCCG-3 [SEQ ID NO: 221 y 5-
GCGGCCGCTTAAAAATCTGCATCCAAGG-3’ para amplificar por PCR una ORF de Hp53R2 marcada con Hiss a
partir de ADNc de Hp53R2 (Genecopeia Inc., Germantown, MD). El fragmento de PCR resultante se subclond en
pCR2.1 y se clon6 un fragmento de restriccion Kpnl/Notl en los sitios de restriccion Kpnl/Notl de pSC66 (generando
pSCE6HP3R2) F| rescate de pSCB6™"****? en el fondo de tipo silvestre generd la cepa AJ2RMSHPR2

Tabla 1. Cepas de VACYV principales usadas en este estudio.

Cepa’ Locus /4L* Locus F4L° Locus J2F°
Tipo silvestre (WR) + + +
Al4L - (neo; gusA) + +
AF4L + -(neo; gusA) +
AJ2R + + ~(lacZ)
AI4LINF4L - (yfp-gpt) -(neo; gusA) +
AI4LIAF4LIAJ2R - (Yfp-gpt) -(neo; gusA) -(lac2)
AF4L/IAJ2R + -(neo; gusA) -(lac2)
AF4LINJ2R™ + -(neo; gusA) -(lacZ; HisF4L)
AF4LIAJ2RMSTSUT et + -(neo; gusA) -(lacZ; HisY300F F4L)
NALINFALINJ2R™™ - (yfo-gpt) -(neo; gusA) -(lacZ; HisF4L)
NALINFALINJ2RMSY U4t - (yfo-gpt) -(neo; gusA) -(lacZ; HisY300F F4L)
AF4LINJ2RMSFHARTED + -(neo; gusA) -(lacZ; HisF4LAR1BD)
AF4LJAJ2RNSYSUUrFararIsD + -(neo; gusA) -(lacZ; HisY300FF4LAR1BD)
AF4LINJ2RMSEC1VR + -(neo; gusA) -(lacZ; HisECTVR2)
AF4LIAJ2RMSMY A + -(neo; gusA) -(lacZ; HisMYXR2)
AF4LINJ2RMSSTVR + -(neo; gusA) -(lacZ; HisSFVR2)
N4LINJ2R 29" - (neo; gusA) + -(lacZ; HisSFVR2)
AJ2R 3 + + -(lacZ; FlagHR1)
AJ2RSTPOIRZ + + -(lacZ; HisHp53R2)
AF4LIAJ2RSTPOIRZ + -(neo; gusA) -(lacZ; HisHp53R2)

"Todas las cepas se generaron en la cepa de Reserva de Western (WR) de VACV.
2 “+” indica que el locus esta intacto y “-” indica que el locus esta alterado. Los genes marcadores y genes viricos o
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Cepa’ Locus /4L* Locus F4L° Locus J2F°

humanos insertados presentes en loci alterados estan entre paréntesis. Abreviaturas: His, marcador epitépico Hisg;
Flag, marcador epitopico Flag; R1BD, dominio de unién a R1; VACV, virus vaccinia; ECTV, virus ectromelia; MYX,
virus mixoma; SFV, virus de fibroma de Shope; HR1, R1 humana; Hp53R2, p53R2 humana. Véase Materiales y
Métodos para detalles adicionales.

Tabla 2. Susceptibilidad de cepas mutantes para RR de VACV a cidofovir (CDV), hidroxiurea (HU) y acido
fosfonoacético (APA).

CEso media del Compuesto

Factor de Factor de PAA Factor de
Virus CDV (uM)’ Cambio? HU (mM)' Cambio? (ug/ml)’ Cambio?
42,0 50,5
Tipo silvestre (36,2-48,7) 1,0 0,87 (0,72-1,06) 1,0 (41,9-61,0) 1,0
AL 25,1 (22,0- 1,7 0,19(0,15-0,24) 4,6 55,6 (44,9- 1,1
28,7) 68,9)
AF4L 6,2 (5,5-7,0) 6,8 0,05 (0,04-0,06) 17,4 56,6 (49,4- 1,1
64,9)
AALINFAL 6,8 (5,4-8,5) 6,2 0,05 (0,04-0,06) 17,4 54,7 (48,3- 1,1
62,1)
NALINFALIN2R 7,6 (6,7-8,5) 5,5 0,05 (0,05-0,06) 17,4 47,4 (39,7- 1,1
56,6)
AF4LIAJZR 8,1 (6,6-9,9) 5,2 0,07 (0,06-0,08) 12,4 49,0 (40,9- 1,0
58,6)
AF4LINJ2R™ 41,2 (35,9- 1,0 0,68 (0,50-0,91) 1,3 46,8 (38,3- 1,1
47,1) 57,1)
AF4LIAJ2R™™ 44,9
orraL 3,5(3,0-4,2) 12 0,03 (0,03-0,03) 29 (39,0-51,8) 1,1

"Los valores entre paréntesis representan intervalos de confianza al 95 %.
2Comparado con la CEso media de virus de tipo silvestre. Los valores en negrita indican diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) con respecto a los valores de tipo silvestre.

Tabla 3. Conservacion diferencial de genes de RR de Chordopoxirinae.

Género R1 R2 TK Especies Ejemplares’
Orthopoxvirus + + + VACV
HSPV
TATV
VARV
Suipoxvirus + + + SPXV
Yatapoxvirus - + + TANV
YLDV
Leporipoxvirus - + + MYXV
SFV
Capripoxvirus - + + GTPV
SPPV
LSDV
Cervidpoxvirus - + + DPV
Avipoxvirus - + + FPV
CNPV
Molluscipoxvirus - - - MCV
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Género R1 R2 TK Especies Ejemplares’”
Parapoxvirus - - - ORFV
No clasificado - - - CRV

"HSPV contiene un gen de R1 fragmentado.

FPV contiene un gen de R2 fragmentado.

“+” Indica la presencia y “-” indica la ausencia de genes de ribonucleétido reductasa (RR) o timidina quinasa (TK)
indicados en genomas viricos.

3Se proporcionan especies ejemplares de los géneros indicados.

Abreviaturas: VACV, virus vaccinia; HSPV, virus de viruela equina; TATV, taterapoxvirus; VARV, virus variola;
SPXV, virus de la viruela porcina; virus tanapox; virus de enfermedad de tipo yaba; MYXV, virus de mixoma; SFV,
virus de fibroma de Shope; GTPV, virus de viruela de cabra; SPPV, virus de viruela de oveja; LSDV, virus de
dermatosis nodular contagiosa; DPV, virus de viruela de ciervos; FPV, virus de viruela aviar; CNPV, virus de viruela
de canario; MCV, molusco contagioso; ORFV, virus de orf; CRV, virus de viruela de cocodrilos.

Tabla 4. Lista de tipos de canceres que sobreexpresan proteinas RR.

Tipo de Cancer Subunidad Linea Celular (o Aislado|Referencia
Sobreexpresada Clinico)

Cancer de Mama RR2 MCF7, T47D,MDA-231 (44)

Carcinoma Hepatocelular |RR1, RR2 Aislado Clinico (36)

Cancer Pancreatico RR2 PANC-1, CAPAN-2 (9, 10)

Melanoma RR2 Aislado Clinico (22)

Esofagico y gastrico RR2 Aislado Clinico (22)

Tabla 5. Lista de secuencias.

SEQ ID|Gen Secuencia
NO:
1 Subunidad pequefia de ribonucleétido| MEPTLAPNPNRFVIFPIQYYDIWNMYKKAEASFWTVEEV

reductasa (virus Vaccinia WR) numero| DISKDINDWNKLTPDEKYFIKHVLAFFAASD

de referencia de Genbank AA089322 GIVNENLAERFCTEVQITEARCFYGFQMAIENIHSEMYS
LLIDTYVKDSNEKNYLFNAIETMPCVKKKAD
WAQKWIHDSAGYGERLIAFAAVEGIFFSGSFASIFWLKK
RGLMPGLTFSNELISRDEGLHCDFACLMFKH
LLHPPSEETVRSIITDAVSIEQEFLTAALPVKLIGMNCE
MMKTYIEFVADRLISELGFKKIYNVTNPFDF
MENISLEGKTNFFEKRVGEYQKMGVMSQEDNHFSLDVDF

2 Cebador directo para secuencias que|5-ACTAGTTAGATAAATGGAAATATCTT-3’
flanquean el lado “F5L” del locus F4L

3 Cebador inverso para secuencias que|5-AAGCTTTCAGTTATCTATATGCCTGT-3
flanquean el lado “F5L” del locus F4L

4 Cebador directo para secuencias que|5-CCGCGGAATCATTTTTCTTTAGATGT-3
flanquean el lado “F3L” del locus F4L asi
como los ultimos 30 pb de la ORF de
F4L

5 Cebador inverso para secuencias que|5-AGATCTTATGATGTCATCTTCCAGTT-3
flanquean el lado “F3L” del locus F4L asi
como los ultimos 30 pb de la ORF de
F4L

6 Cebador directo para secuencias que|5-ACTAGTGGAAGGGTATCTATACTTATAGAA TAATC-3
flanquean el laso “/5L" del locus /4L

7 Cebador inverso para secuencias que|5 -GTCGACTTTTGTTGGTGTAATAAAAAAATTA TTTAAC-3
flanquean el lado “/5L" del locus /4L

8 Cebador directo para secuencias que|5-CCGCGGGGTTAAACAAAAACATTTTTATTCTC-3
flanquean el lado “/3L” del locus /4L
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SEQ
NO:

ID

Gen

Secuencia

Cebador inverso para secuencias que
flanquean el lado “/3L” del locus /4L

5-AGATCTGTTTAGTCTCTCCTTCCAAC-3’

10

Cebador directo para ORF de F4L
marcada con Hisg

5-AAGCTTATGCATCACCATCACCATCACATG
GAACCCATCCTTGCACC-3’

11

Cebador inverso para ORF de F4L
marcada con Hisg

5-GCGGCCGCTTAAAAGTCAACATCTAAAG-3’

12

Cebador directo para generar ORF de
F4L marcada con Hisg que codifica la
sustitucion Y300F

5-
CGAAAAACGTGTGGGTGAATTCCAAAAAATGGGAGTTATG
TC-3

13

Cebador inverso para generar ORF de
F4L marcada con Hisg que codifica la
sustitucion Y300F

5-
GACATAACTCCCATTTTTTGGAATTCACCCACACGTTTTTC
G-3

14

Cebador directo para amplificacion por
PCR de una ORF de /4L marcada con
Flag a partir de un vector pCR2.1 que
contiene un inserto de ORF de /4L
marcada con Flag

5-GTCGACATGGACTACAAGGACGACGATG ACAAG-3

15

Cebador inverso para amplificaciéon por
PCR de una ORF de /4L marcada con
Flag a partir de un vector pCR2.1 que
contiene un inserto de ORF de /4L
marcada con Flag

5-GCGGCCGCTTAACCACTGCATGATGTACAGATTTCGG-3'

16

Cebador directo para generar un inserto
de ORF de /4L marcado con Flag para
vector pCR2.1

5-
AAGCTTATGGACTACAAGGACGACGATGACAAGATGTTTG
TCATTAAACGAAATG-3'

17

Cebador inverso para generar un inserto
de ORF de /4L marcado con Flag para
vector pCR2.1

5-GCGGCCGCTTAACCACTGCATGATGTACAGATTTCGG-3'

18

Cebador directo para amplificacion por
PCR de una ORF de HR1 marcada con
Flag a partir de un vector pCR2.1 que
contiene un inserto de ORF de HR1
marcada con Flag

5-GTCGACATGGACTACAAGGACGACGAT GACAAG-3

19

Cebador inverso para amplificacién por
PCR de una ORF de HR1 marcada con
Flag a partir de un vector pCR2.1 que
contiene un inserto de ORF de HR1
marcada con Flag

5-GCGGCCGCTCAGGATCCACACATCAGA CATTC-3’

20

Cebador directo para generar un inserto
de ORF de HR1 marcada con Flag para
vector pCR2.1

5-CCAGTGTGGTGGATGGACTACAAGGACG
ACGATGACAAGATGCATGTGATCAAGCGAGATG-3'

21

Cebador inverso para generar un inserto
de ORF de HR1 marcada con Flag para
vector pCR2.1

5-GCGGCCGCTCAGGATCCACACATCAGACATTC-3’

22

Cebador directo para ORF de Hp53R2
marcada con Hisg a partir de ADNc de
Hp53R2

5-GGATCCATGCATCACCATCACCATCACATGG
GGGACCCGGAAAGGCCG-3

23

Cebador inverso para ORF de Hp53R2
marcada con Hisg a partir de ADNc de
Hp53R2

5-GCGGCCGCTTAAAAATCTGCATCCAAGG-3’
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Ejemplo 2

Anticuerpo monoclonal de ratén anti F4 de VACV. Se generaron anticuerpos monoclonales de ratén usando
proteina R2 de virus ectromelia de longitud completa con un marcador de Hisg C terminal como el antigeno.

Para producir anticuerpos monoclonales, pueden recogerse células productoras de anticuerpos (linfocitos) de un
animal inmunizado y fusionarse con células de mieloma por procedimientos de fusion de células somaticas
convencionales inmortalizando de este modo estas células y produciendo células de hibridoma. Dichas técnicas se
conocen bien en este campo (por ejemplo, la técnica de hibridoma originalmente desarrollada por Kohler y Milstein
(Nature 256: 495-497 (1975)) asi como otras técnicas tales como la técnica de hibridoma de linfocitos B humanos
(Kozbor et al.,, Immunol. Today 4: 72 (1983)), la técnica de hibridoma de VEB para producir anticuerpos
monoclonales humanos (Cole et al., Methods Enzymol, 121: 140-67 (1986)), y exploracion de bibliotecas de
anticuerpos combinatorias (Huse et al., Science 246: 1275 (1989)). Las células de hibridoma pueden explorarse
inmunoquimicamente con respecto a produccion de anticuerpos especificamente reactivos con el péptido y los
anticuerpos monoclonales pueden aislarse. Ya que la proteina R2 de ectromelia es >98 % idéntica a la proteina F4
de VACV, el anticuerpo resultante también reconoce F4 de VACV. Este anticuerpo es adecuado para transferencia
de Western, inmunoprecipitacion e inmunofluorescencia.

Ejemplo 3

Estudios in vitro. La replicacion in vitro (es decir en cultivo celular) de cepas mutantes de RR se esta evaluando en
diversas lineas celulares de cancer humano que se usan como modelos para el estudio de una diversidad de tipos
tumorales incluyendo, pero sin limitacion, gliomas (por ejemplo lineas celulares U118 y U87), canceres de mama
(por ejemplo lineas celulares MCF7 y T47D) y carcinomas hepatocelulares (por ejemplo Hep3B). Se sabe que
muchas de estas lineas celulares sobreexpresan componentes de RR celulares (véase Tabla 4) y los niveles de
expresion de componentes RR celulares se estan evaluando por transferencia de Western y se comparan con lineas
celulares no transformadas de un tipo tisular similar cuando sea posible.

Ejemplo 4

Estudios de modelos tumorales humanos in vivo. Para correlacionar observaciones realizadas a partir de
estudios in vitro, se estan estableciendo modelos tumorales humanos en ratones desnudos. Se han usado
previamente lineas celulares PANC-1 (18, 26) y MDA-231 (32) para establecer tumores humanos en ratones
desnudos y estos estudios evaluan la capacidad de diversas cepas mutantes para RR para infectar y destruir tejido
tumoral en estos animales. La selectividad de estas cepas mutantes para tejido tumoral con respecto a tejido normal
de ratén también se esta evaluando.

Ejemplo 5

Derivacion de supresiones/mutaciones de RR en otras cepas de vaccinia. Las cepas de RR mutantes descritas
en la presente divulgacion hasta la fecha se han generado en la cepa WR de vaccinia. Esta cepa es neurovirulenta y
altamente patégena en ratones y probablemente seria un fondo inadecuado para el desarrollo de cepas de RR
mutantes para su uso en viroterapia oncolitica humana. Por lo tanto, las diversas supresiones/mutaciones de /4L,
F4L y J2R se estan desarrollando en el genoma de la cepa de vacunacion china de vaccinia, Tian Tian [19];
referencia de Genbank: AF095689] que es probablemente un fondo mas adecuado para tratamientos clinicos. La
cepa Tian Tian tiene virulencia atenuada en comparacién con la cepa WR y se usé rutinariamente para vacunar a
individuos en China antes del cese de la vacunacion de la viruela en 1980 (15). Por lo tanto, se predice que la cepa
Tian Tian sea un fondo mas adecuado con respecto a seguridad clinica para el desarrollo de las cepas
anteriormente mencionadas para viroterapia oncolitica en seres humanos.

Ejemplo 6

Susceptibilidad de tipos de cancer humanos a poxvirus oncoliticos mutantes para RR y uso en terapia virica
oncolitica. Las cepas que expresan F4 Y300F y/o AF4L se usan como un componente de terapia combinada, en el
que los pacientes se tratan en primero lugar con HU (o gemcitabina), seguido del tratamiento con una de estas
cepas de VACV oncoliticas para dirigirse a tejido tumoral resistente a farmacos restante. En primer lugar, se
preexplora el tejido tumoral de mama, por ejemplo, de una biopsia de paciente para determinar si el tejido tumoral
respondera bien al tratamiento oncolitico usando las cepas de vaccinia que expresan F4 Y300F y/o AF4L. Después
se detecta la expresion de RR celular en la muestra de tejido tumoral de mama y se compara con los niveles de
expresion de RR celular en tejido de mama normal usando RT-PCR rapida y analisis cuantitativo automatico. Como
alternativa, la expresion de RR celular en muestras tisulares puede determinarse detectando niveles de proteinas
RR usando, por ejemplo, transferencias de Western, y/o detectando transcritos de subunidades de RR usando por
ejemplo RT-PCR. Si se descubre que la expresion de RR celular de la muestra de tejido tumoral esta elevada en
comparacion con el tejido normal, el paciente es un buen candidato para la terapia combinada descrita
anteriormente que incluye viroterapia oncolitica usando las cepas de vaccinia que expresan F4 Y300F y/o AF4L.

30



ES 2626 657 T3

Un experto en la materia entendera que esta terapia combinada es eficaz en una amplia serie de tipos de cancer
humanos, incluyendo, canceres con niveles de expresion celular de RR aumentados.
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REIVINDICACIONES

1. Un poxvirus que comprende un gen de ribonucledtido reductasa (R2) pequefia funcionalmente inactivado que
comprende una mutacién dominante negativa, una mutacion puntual o una mutaciéon de supresion, en el que la
proteina codificada por el gen de R2 funcionalmente inactivo es capaz de interaccionar con subunidades de
ribonucledtido reductasa (RR) celular, y en el que la proteina carece de al menos 2 aminoacidos del dominio de
union grande a ribonucledétido reductasa (R1), o en el que la proteina codificada comprende una mutacién de Y300.

2. El poxvirus de la reivindicacién 1, en el que la R2 funcionalmente inactivada tiene una supresién de al menos 2, al
menos 5 o al menos 7 residuos aminoacidicos de la SEQ ID NO: 1 o una secuencia con al menos un 90 % de
identidad con la secuencia de SEQ ID NO: 1.

3. El poxvirus de la reivindicacién 1 6 2, en el que la proteina comprende una supresién del dominio de unién a R1
correspondiente a los aminoacidos 313-319 de SEQ ID NO: 1.

4. El poxvirus de cualquier reivindicacion precedente, en el que la proteina comprende una mutacion Y300 y
cualquier mutacién de uno o mas de los siguientes residuos que provocan la pérdida o reduccion de la actividad
catalitica de RR: W34, E38, D70, E101, H104, Y108, F167, F171, G181, 1193, D196, E197, H200, Y254 y E294.

5. El poxvirus de cualquier reivindicaciéon precedente, que es un Orthopoxvirus.
6. El poxvirus de cualquier reivindicacion precedente, que es un virus vaccinia.

7. El poxvirus de cualquier reivindicacion precedente, en el que el virus comprende ademas un gen de R1
funcionalmente inactivado, gen de la timidina quinasa y/o gen de factor de crecimiento del virus vaccinia y/o carece
de uno o mas genes relacionados con metabolismo de nucleétidos.

8. Una composicion que comprende el poxvirus aislado de cualquier reivindicaciéon precedente, y un diluyente o
portador farmacéuticamente aceptable.

9. Un poxvirus de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o una composicion de acuerdo con la
reivindicacion 8 para uso en la induccién de muerte en una célula de trastorno neoplasico de un sujeto y/o el
tratamiento de un trastorno neoplasico en un sujeto, en el que el virus es oncaolitico.

10. El poxvirus o la composiciéon para uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que el trastorno neoplasico se
caracteriza por células con niveles aumentados de ribonucleétido reductasa en comparacién con una célula normal
del mismo tipo tisular.

11. El poxvirus o la composiciéon para uso de acuerdo con la reivindicacion 9 6 10, en el que el trastorno neoplasico
se selecciona de cancer de mama, cancer colorrectal, cancer hepatico tal como carcinoma hepatocelular, cancer
pancreatico, cancer de piel tal como melanoma, cancer de pulmén, cancer esofagico, leucemia, cancer ovarico,
carcinoma epitelioide, cancer de cabeza y cuello, gliomas y cancer gastrico.

12. El poxvirus o la composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en el que el sujeto
ha sido tratado previamente con quimioterapia.

13. El poxvirus o la composicion para uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el nivel de ribonucleétido
reductasa se evalla determinando el nivel de actividad de la ribonucleétido reductasa, el nivel de proteinas de la
ribonucledtido reductasa, el nivel de ARN de la ribonucleétido reductasa o los niveles de dNTP, en el que un
aumento del nivel de actividad, proteina o ARN de ribonucleétido reductasa o un aumento de los niveles de dNTP es
indicativo de que la célula cancerosa o el cancer tiene niveles aumentados de ribonucleétido reductasa.

14. El poxvirus aislado o la composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que se evalta una célula
o una muestra del sujeto que comprende células con respecto a los niveles de ribonucleétido reductasa o los niveles
de dNTP antes de la administracién del poxvirus aislado o de la composicién.

15. Un vector para generar un poxvirus recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 con un gen de R2
funcionalmente inactivado que codifica una proteina que carece de al menos 2 aminoacidos del dominio de unién
grande a ribonucleétido reductasa (R1), o una proteina que comprende una mutaciéon Y300, comprendiendo el
vector:

una cadena principal de vector;

un acido nucleico en 5’ que comprende una secuencia flanqueante 5’ de un gen de R2 gendmico;

un casete de intercambio cadena abajo del acido nucleico 5', el casete de intercambio unido operativamente a un
promotor y que codifica una proteina que carece de al menos 2 aminoacidos del dominio de unién grande a
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ribonucledtido reductasa (R1), o una proteina que comprende una mutacion Y300; y
un acido nucleico en 3’ que comprende una secuencia flanqueante 3’ del gen de R2 gendmico,

en el que el acido nucleico en 5’ esta cadena arriba del casete de intercambio y el acido nucleico en 3’ esta cadena
5 abajo del casete de intercambio.
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Figura 10
A

304 Tratamiento (Ndmero de supervivientes)

—&— Infeccion simulada (5/5)
—»— Tipo silvestre (0/5)
-~ AML{1/5)
= AF4L(5/5)
e AMLINF4L (515)

Peso corporal (g)

10

5 T T y T T r T T T T r T

¢ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tiempo (dias después de la infeccion)

2 s
o
=
& e —}
Ss o
58 o
g-q-'r’ 4+
n O
E'U
S
. M- g
o
2
[

0 T T

¥ 3
ER

Tipo silvestre
AlQLIAF4L

46



ES 2626 657 T3

Figura 11
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Figura 13
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Figura 14
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