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DESCRIPCION
Virus del herpes simple (VHS) con tropismo modificado, utilizaciones y procedimiento de preparacion del mismo
Campo de la invencion

La presente invenciéon se refiere a un virus de herpes simple modificado (VHS), a las utilizaciones del VHS
modificado, a una preparacion farmacéutica y a un procedimiento de preparacion de un VHS modificado.

Antecedentes

Una nueva frontera en el tratamiento de tumores es la viroterapia oncolitica, por la que un virus competente en
replicacion infecta las células tumorales, se propaga de célula a célula del tumor y las destruye. Dos de dichos
tumores son los canceres de mama y de ovario, que afectan a los animales tales como los seres
humanos. Alrededor del 30% de los tumores de mama humanos, asi como algunos tumores de ovario, son muy
malignos y metastasicos.

Estos tumores deben su alto grado de malignidad y metastasicidad a la expresién de un receptor especifico de
moléculas de la superficie celular, denominado HER2, que pertenece a la familia de receptores del factor de
crecimiento epidérmico, y generalmente se tratan con cirugia o cirugia y radioterapia combinadas o quimioterapia.

El VHS es un virus patégeno para las células de mamiferos [VHS-1 se describe, por ejemplo en Ejercito, P. M., et
al. (1968). J. Gen Virol. 2:357 y su genoma tiene el nimero de registro NC-001806 (GenBank)].

El VHS se introduce en las células por un proceso de varias etapas. La primera etapa es la fijacion a la superficie
celular, mediada por la interaccion de las glucoproteinas gB y gC (Laquerre S., Argnani R., Anderson D. B., Zucchini
S., Manservigi R., Glorioso J. C. (1998), J. Virol. 72 (7): 6119-30). Esto va seguido de la interaccion mas especifica
de la glucoproteina D (gD) de la envoltura del virion con uno de sus receptores de entrada: nectina1/ HveC,
HVEM/HveA y restos sulfatados de sulfato de heparan enlazados por O (Spear P. G., Eisenberg R. J., Cohen G. H.,
(2000) Virology 275:1-9) (Campadelli-Fiume G., Cocchi F., Menotti L., Lépez M. (2000) Reviews in Medical Virology,
10:305-319) (Campadelli-Fiume G. et al. (2007) Rev. Med. Virol., 17:313-326) (los cédigos de GenBank para los
receptores son los siguientes: nectina1 alfa AF060231, nectina1 beta AF110314, HVEM U70321).

En los Ultimos afios, se ha intentado utilizar VHS genéticamente modificados como agentes oncoliticos
principalmente para el tratamiento del glioma maligno. Dado que los virus naturales son virulentos, atacan y
destruyen muchas células y tejidos diferentes, los VHS oncoliticos experimentales se han atenuado mucho. Los
virus que han alcanzado los ensayos clinicos se hicieron dependientes para su replicacion en la célula tumoral en
division mediante la eliminacion de dos genes de VHS, es decir, el gen gamma 43.5 - que codifica la proteina
ICP34.5 cuya funcién es impedir la interrupcién de la sintesis de proteinas en las células infectadas, y el gen UL39 -
que codifica la subunidad grande de la ribonucleétido reductasa. Estos virus estan dafiados por la baja capacidad de
replicarse, incluso en células en division, una caracteristica que da lugar a dos efectos negativos. En primer lugar, la
administracion de dichos virus a los tumores no produce un alto rendimiento de la descendencia de los virus,
capaces de propagarse de célula a célula del propio tumor, y por lo tanto ampliar la respuesta a cualquier dosis
terapéuticaadadg del virus. En segundo lugar, los virus son dificiles de cultivar y apenas se pueden producir a gran

escala (10 -10 unidades formadoras de placas UFP/ml) para producir la cantidad de virus requerida para
aplicaciones clinicas. Por otra parte, la capacidad conservada del virus para unirse a cualquier célula que lleva uno
de los receptores naturales para el VHS sustrae el virus a los tejidos tumorales que mas lo necesitan y disminuye el
efecto terapéutico de la destruccion de células tumorales, y puede ejercer la infeccion no deseada de tejidos y
células no cancerosos, incluyendo su muerte por apoptosis. Se sefiala que, incluso si estos virus se redirigian a los
receptores especificos de tumores — estan no obstante muy atenuados.

Recientemente VHS redirigidos a receptores especificos se han modificado genéticamente para que puedan infectar
células que necesitan ser destruidas mientras se mantiene una alta capacidad de replicarse y propagarse de célula a
célula. Aunque dichos virus tienen una buena capacidad de propagarse entre las células tumorales, todavia infectan
indeseablemente tejidos y células no cancerosas.

La solicitud de patente con numero de publicacion W0O2004/033639, da a conocer un VHS recombinante, que
expresa en su envoltura glucoproteica una citocina natural. Aunque la utilizacion de VHS recombinante de este tipo
ha sido propuesta para el tratamiento de tumores, es importante hacer hincapié en que: el receptor diana tiene el
ligando natural de pequefio tamafio tal que puede insertarse facilmente en gD, y el VHS recombinante propuesto es
todavia capaz de interactuar con los receptores nectina1l/HVEC y HVEM/HveA. En particular, el documento
WO02004/033639 no consigue identificar mutaciones que podrian resultar en un VHS recombinante que ya no es
capaz de unir nectina1/HveC y es capaz de unir receptores (tales como HER2/ErbB2) de células enfermas.

De ello se deduce que existe una necesidad todavia en la técnica de agentes terapéuticos viricos dirigidos
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selectivamente a células que necesitan ser destruidas. En particular, existe una necesidad de agentes terapéuticos
viricos dirigidos a receptores que no tienen ningun ligando natural, y se sobreexpresan o se expresan
selectivamente en las células enfermas, tales como las células cancerosas.

Sumario

Un objetivo de la presente invencion consiste en proporcionar un VHS modificado disefiado para eliminar al menos
en parte, los inconvenientes de la técnica conocida, y que, al mismo tiempo, son faciles de aplicar.

Otros objetivos de la presente invencion consisten en proporcionar utilizaciones del VHS modificado mencionado,
preparados farmacéuticos, y un procedimiento de preparacion del VHS modificado.

A menos que se especifique explicitamente lo contrario, los siguientes términos tienen el significado que a
continuacion se indica.

Como se emplea en la presente memoria, "anticuerpo monocatenario" (scFv) se refiere al anticuerpo monocatenario
"apropiadamente denominado" (es decir, que tiene dos dominios conectados por un enlazador) u otros derivados de
anticuerpos similares (por ejemplo, dominios individuales de tipo V). Ventajosamente, los "anticuerpos
monocatenarios" se "denominan apropiadamente" anticuerpos monocatenarios. Un ejemplo no limitativo de un
anticuerpo monocatenario "apropiadamente denominado" es scHER2 (descrito en los ejemplos presentados a
continuacion).

Como se emplea en la presente memoria, "porcentaje de identidad" o "% de identidad" entre dos secuencias de
aminoacidos o de nucledtidos se refiere al porcentaje de restos de aminoacidos o nucleétidos idénticos en las
posiciones correspondientes en las dos secuencias alineadas de manera 6ptima.

Para establecer el "porcentaje de identidad" de las dos secuencias de aminoacidos o de nucleétidos se alinean las
secuencias; para tener una alineacion 6ptima, son posibles espacios (supresiones o inserciones - que posiblemente
pueden estar situadas en los extremos de las secuencias). Se comparan los restos de aminoacidos o de
nucledtidos. Cuando una posicidon en la primera secuencia esta ocupada por el mismo resto de aminoacido o
nucledtido que ocupa la posicion correspondiente en la segunda secuencia, las moléculas son idénticas en esa
posicion. El "porcentaje de identidad" entre dos secuencias es funcion del ndmero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias [es decir, % de identidad = (nimero de posiciones idénticas / nimero de posiciones
totales x 100].

De acuerdo con las formas de realizaciéon ventajosas, las secuencias tienen la misma longitud (mismo nimero de
restos de aminoacidos o nucleétidos).

Favorablemente, las secuencias comparadas no tienen espacios. El porcentaje de identidad se puede obtener
empleando algoritmos matematicos. Un ejemplo no limitativo de un algoritmo matematico, que se emplea para
comparar dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990) 2264-2268]
modificado por Karlin y Altschul [Proc. Natl. Acad.Sci. USA 90 (1993) 5873-5877].

Para obtener alineaciones también en presencia de uno o mas espacios, es posible utilizar métodos que
proporcionan una penalizacion relativamente alta a cada espacio y una penalizacion mas baja a cada resto de
aminoacido o nucleétido (dicho resto de aminoacido o nucleétido adicional se define como una extension del
espacio). Resultan grandes penalizaciones, obviamente, en alineaciones O6ptimas con un menor numero de
espacios.

Un ejemplo de un programa (software) disefiado para hacer dicho tipo de alineacion es el programa BLAST como se
describe en Altschul, et al., Nucleic Acids Res. 25 (1997) 3389-3402. Con este proposito pueden utilizarse los
programas BLASTn y BLASTp con parametros por defecto. En los programas BLAST se utiliza generalmente la
matriz BLOSUM62.

Un ejemplo ventajoso y no limitativo de un programa para la obtencion de una alineacion 6ptima es el paquete GCG
Winsconsin Bestfit (Universidad de Winsconsin, USA; Devereux ef al., 1984, Nucleic Acids Research
12:387). También en este caso, se utilizan los parametros por defecto (que proporcionan una penalizacion de -12 a
cada espacio y una penalizacion de -4 a cada extension).

Tal como se utiliza en la presente memoria, "porcentaje de homologia" o "% de homologia" entre dos secuencias de
aminoacidos o de nucledtidos se refiere al porcentaje de restos de aminoacidos o de nucledtidos homdlogos en las
posiciones correspondientes en las dos secuencias alineadas de manera 6ptima.

El "porcentaje de homologia" entre dos secuencias se establece de una manera sustancialmente idéntica a la
descrita anteriormente haciendo referencia a la determinacion del "porcentaje de identidad" con la excepcion de que
en el calculo se consideran también posiciones homologas y no sélo posiciones idénticas.
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En lo que se refiere a secuencias de nucledtidos, dos posiciones homologas pueden tener dos nucleotidos
diferentes, pero estos dos nucledétidos, en el codén respectivo, codificar el mismo aminoacido.

En lo que se refiere a secuencias de aminoacidos, dos posiciones homologas tienen dos aminoacidos idénticos u
homologos. Los restos de aminoacidos homodlogos tienen propiedades fisicoquimicas similares, por ejemplo,
aminoacidos que pertenecen a un mismo grupo: aromaticos (Phe, Trp, Tyr), acidos (Glu, Asp), polares (GIn, Asn),
basicos (Lys, Arg, His), alifaticos (Ala, Leu, lle, Val), con un grupo hidroxilo (Ser, Thr), con una cadena lateral corta
(Gly, Ala, Ser, Thr, Met). Es de esperar que dichas sustituciones entre aminoacidos homdlogos no cambien un
fenotipo de proteina (sustituciones conservadoras de aminoacidos).

Unos ejemplos especificos de sustituciones conservadoras en este campo de la técnica se dan a conocer en varias
referencias [por ejemplo, Bowie et al. , Science, 247:1306-1310 (1990)].

Se citan otros ejemplos de programas y/o articulos relacionados con el establecimiento de alineaciones y/o
porcentajes 6ptimos de homologia y/o identidad, por ejemplo, en los documentos US2008003202, US2007093443,
W02006048777 y WO2007149406.

Como se emplea en la presente memoria, "posicion correspondiente” se refiere a una posicién de una secuencia de
aminoacidos o de nucledtidos correspondiente (enfrentadas), una vez que se ha realizado una alineacion, para una
posicion dada de una secuencia de referencia.

Por ejemplo, una posicion correspondiente a una posicion dada de gD que tiene la SEC. ID. n° 1 se puede
identificar alineando la SEC. ID. n°: 1 con una secuencia peptidica de interés, la alineacion puede obtenerse ya sea
manualmente o como anteriormente se ha descrito en referencia a la determinacion del porcentaje de identidad.

Como se emplea en la presente memoria, "una cadena polipeptidica desnuda" se refiere a un polipéptido que no se
modifica después de la traducciéon o dicho de otra manera no se modifica quimicamente, pero contiene sélo
aminoacidos unidos por enlaces covalentes.

Como se emplea en la presente memoria, "ligando capaz de unirse en condiciones especificas a un receptor" se
refiere a un ligando que, cuando se inserta en el VHS mediante técnicas de biologia molecular, permite al VHS
penetrar en una célula por interaccion con este receptor, que el ligando esta disefiado para unirse. En particular, el
ligando es capaz de unirse en las condiciones especificas a un receptor, cuando el VHS, que lo contiene, es capaz
de interaccionar con ese receptor que pasa las pruebas descritas en el ejemplo 5 descrito a continuacion o los
ensayos analogos (con diferentes receptores).

Tal como se emplea en la presente memoria, "capacidad de VHS (en particular, el VHS modificado) de interactuar
con un receptor” se refiere a la capacidad del VHS de penetrar en una célula por interaccién con ese receptor. En
particular, también en este caso, esta capacidad se evaltia por medio de las pruebas dadas a conocer en el ejemplo
5 descrito a continuacion o los ensayos analogos (para diferentes receptores).

Breve descripcion de las figuras

Las formas de realizacion no limitativas de la presente invencién se describiran a titulo de ejemplo haciendo
referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

- La figura 1A muestra la representacion esquematica de los genomas recombinantes de VHS-BAC descritos. El
eje central de gDminus-EGFP-VHS-BAC se muestra como ejemplo. Se muestra el eje central de gDminus-
EGFP-VHS-BAC. El VHS-BAC procede de pYEbac102 Tanaka, M., H. Kagawa, Y. Yamanashi, T. Sata e Y.
Kawaguchi. 2003. El montaje de un cromosoma artificial bacteriano escindible que contiene un clon infeccioso
completo del virus del herpes simple tipo 1: los virus reconstituidos a partir del clon presentan propiedades
naturales in vitro e in vivo. J. Virol. 77:1382-91. [Tanaka, 2003 n°: 672], que lleva secuencias de pBeloBACII
insertadas entre UL3 y UL4. En gDminus-EGFP-VHS-BAC se inserta la casete indicadora (a27-EGFP) en las
secuencias de BAC. gDminus-LacZ-VHS-BAC tiene la misma estructura, pero lleva LacZ en lugar de EGFP.

- La figura 1B muestra unas representaciones esquematicas de cartografias lineales de wt-gD (a) y de las
proteinas hibridas gD: (b) de gD de R-LM31 recombinante, que lleva sustitucion en el resto 34 de aminoacido; (c)
de gD de R-LM39 recombinante, que lleva mutaciones en los restos 34, 215, 222 y 223 de aminoacidos; (d) de
gD de R-LM113 recombinante, que lleva scHER2L en lugar de los restos 6-38 de aminoacidos, (e) de gD de R-
LM249 recombinante, que lleva LscHER2L en lugar de los restos 61 a 218 de aminoacidos. Los numeros en
negrita indican la longitud en restos de aminoacidos de cada fragmento. Los nimeros corrientes se refieren a los
restos de aminoacidos segun las coordenadas en wt-gD. L, enlazadores. TM, el dominio transmembranario de
gD. Viy V., dominios variables de las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos 4D5 anti-HER2/neu. A,
supresion. Las barras estan dibujadas a escala.
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La figura 2 muestra que el virus recombinante R-LM31 no esta desorientado del receptor nectinal. Las
micrografias de células J negativas para el receptor (A), y J-HER2 (B), J-hNectin1 (C) y J-mNectin1 (D) que
expresan HER2 humano, y nectina1 humana o murina, respectivamente, se expusieron a R-LM31 en células 10
UFP. La infeccion se control6 como actividad de 3-galactosidasa por tincion con X-gal in situ 16 h después de la
infeccion. E. La movilidad E. electroforética de natural y de las gD hibridas se expresé en células SKOV3
infectadas con virus recombinantes R-LM5, R-LM13, LM31-R, R-LM39, R-LM113 y R-LM249. Se separaron por
SDS-PAGE los lisados de células infectadas, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, y se visualizaron
mediante quimioluminiscencia intensificada. Los numeros a la izquierda representan las posiciones de migracion
de los marcadores de peso molecular (en kilodaltons). Las flechas indican la movilidad electroforética aparente
de las gD naturales o hibridos. De abajo a arriba, gD natural (wt-gD) expresada por el virus recombinante R-LM5,
gD (A61-218)-LscHER2L expresada por el virus recombinante R-LM249, gD (A6-38)-scHER2L expresada por el
virus recombinante R- LM113. La migracion de gD-scHER2L expresada por R-LM13, R-LM31 y R-LM39 es
indiscernible de la de gD (A6-38)-scHER2L.

La figura 3 muestra la infeccion de una variedad de estirpes celulares con los virus recombinantes R-LM113 y R-
LM249. Las monocapas de las estirpes celulares indicadas se infectaron a células 5 UFP, y la expresion del gen
indicador EGFP se midié 24 después mediante un fluorémetro. Los nimeros a la izquierda indican la intensidad
de EGFP en unidades arbitrarias.

La figura 4 muestra el crecimiento de los virus recombinantes R-LM39, R-LM113 y R-LM249 y de referencia R-
LM5 y R-LM13.(A a G) Replican cultivos de J (A), J-Nectin1 (B), J-HVEM (C), J-HER2 (D), SKOV3 (E), I-143 tk -
(F), o HEp-2 (G) se infectaron células con virus recombinantes R-LM5 (m), R-LM13 (), R-LM39 (A), R-LM113 (x)
0 R-LM249 (A) a 1 UFP/célula. La descendencia del virus se recogi6 a las 3, 24 y 48 h después de la infeccién y
se valord en células SKOV3.

La figura 5 muestra el bloque de la infeccion de las células SKOV3 con R-LM39 (A), R-LM113 (B) o R-LM249 (C)
por los anticuerpos a HER2 (Herceptina) o nectinal (R1.302). Se preincubaron células SKOV3 con las
concentraciones indicadas de I1gG purificada de Herceptina (A), RI.302 (O) o la combinacion de Herceptina mas
R1.302 () 0 IgG de ratén irrelevantes (x) durante 2 horas a 4°C. Se afadi6 el virus al anticuerpo que contiene el
medio y se dejo adsorber a las células durante 90 min a 4°C. Se control6 la infeccion 16 h después como
expresion de EGFP. El cien por ciento indica las lecturas de EGFP en los cultivos sin tratar infectados por virus.

La figura 6A muestra la inhibicion de la propagacion de célula a célula por Herceptina. Las células SKOV3
infectadas con diluciones en serie de los virus indicados se cubrieron con medio que contiene con 1% de
agarosa Seaplaque + 10 pg/ml Herceptina. Se fotografié cada una de las placas a las 48 h, y las areas de las
placas se midieron mediante el programa herramienta Photoshop Histogram y se expresaron en pixeles x
10°. Para cada virus, se midieron las areas de 4 0 5 placas. Los histogramas representan promedios; barras de
error, desviaciones estandar.

La figura 6B muestra las placas representativas a las que se hace referencia con respecto a la figura 6A.

Las figuras 7 a 15 muestran cartografias de los siguientes plasmidos: pLM5, pLM13 (scHERZ2L entre los aa 24 y
25 de gD madura), pLM13 (obtenido por mutagenia de pLM13 para introducir la sustitucion V34S), pS31
(plasmido lanzadera obtenido por subclonacién del fragmento Nrul-Pmel procedente del pLM31 en Smal de
pST76KSR), PS39 (plasmido lanzadera obtenido por mutagenia de pS31 con el cebador gD_215G-222N-
2231_Pwvul), pLM113 (lleva la secuencia que codifica gD donde los aa 6-38 de la proteina madura estan
sustituidos por scHER2L), pS113 (plasmido lanzadera obtenido por subclonacién del fragmento Nrul-Pmel de
pLM113 en Smal de pST76KSR), pLM249 (lleva la secuencia que codifica gD donde los aa 61 a 218 de la
proteina madura se sustituyen por scHER2 flanqueada por enlazadores), pS249 (plasmido lanzadera obtenido
por subclonacion del fragmento Nrul-Pmel de pLM249 en Smal del pST76KSR), respectivamente: los numeros
en cursiva negrita subrayadas indican las coordenadas del plasmido completo final; los nimeros en letra normal
indican las coordenadas en el vector y los fragmentos originales.

La figura 16 muestra la actividad citotoxica de R-LM113 y R-LM249 recombinantes en comparacién con el virus
de referencia R-LM5. Los histogramas representan el numero total de células (eje y: numero de células x
10%). Para cada muestra de células infectadas se contaron tanto las fracciones de células adherentes (a) como
despegadas (d). Las partes sombreadas de los histogramas representan la fraccion de células no viables
(positivo a eritrosina B), y los valores correspondientes se indican en los valores porcentuales en los
histogramas. NI, células de referencia no infectadas.
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Descripcion detallada

Segun un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un virus modificado del herpes simple (VHS) que
comprende una envoltura glucoproteica, que tiene un ligando peptidico heterélogo que permite al VHS penetrar en
una célula mediante la interaccion con un receptor dado que esta concebido para unirse, en el que el receptor dado
esta sobreexpresado o expresado selectivamente por células enfermas, y en el que el ligando peptidico sustituye
una parte eliminada de gD de la envoltura glucoproteica de VHS entre las posiciones 1 a 8 y 38 a 55, o entre las
posiciones 40 a 61y 210 a 218.

Segun algunas formas de realizacion preferidas, la capacidad del VHS modificado de unir en condiciones
especificas el receptor de HVEM/HveA se reduce, mejor se elimina sustancialmente.

Un virus ejemplificativo es un miembro de la familia Herpesviridae, VHS-1.

Los VHS-1 y VHS-2 son virus del herpes simple. El objeto de la presente invencién comprende cualquier miembro
de la familia Herpesviridae y no se limita a las formas de realizacion ejemplificativas descritas en los
ejemplos. Muchos VHS son conocidos en la técnica. Dichos virus pueden contener uno o mas genes mutados. Los
ejemplos de virus recombinantes que contienen genes heterdlogos y procedimientos de preparacion y utilizacion de
dichos virus se describen en el documento US5599691. Los genes heterdlogos incluyen los genes que codifican
proteinas marcadoras (tales como las proteinas fluorescentes rojas o verdes o variaciones de las mismas, luciferasa
o B-galactosidasa), que permiten la deteccion de las células infectadas que expresan la proteina.

El VHS modificado proporcionado en la presente memoria tiene la ventaja de mantener una parte relevante de la
infectividad del virus natural. El ligando peptidico se inserta en la gD (glucoproteina D) de la envoltura glucoproteica
del VHS. Una parte de la gD se elimina. El ligando peptidico se inserta en lugar de la parte eliminada de modo que el
ligando peptidico y gD forman una proteina de fusion.

Por lo general, la gD natural (madura) tiene la secuencia peptidica SEC. ID. n°: 1.
La gD natural procede de un precursor, que tiene la secuencia peptidica SEC. ID. n°: 34.
El precursor mencionado esta codificado por la secuencia de nucleétidos SEC. ID. n°: 35.

Segun algunas formas de realizaciéon gD, antes de modificarse, tiene una homologia de por lo menos 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95% o 100%, ventajosamente identidad, con respecto a SEC. ID. n°: 1.

Segun algunas formas de realizacion, la porcion, que se extiende entre las posiciones correspondientes a 40 a 61,
por un lado, y 210 a 218, en el otro lado, se eliminan. Ventajosamente, la parte eliminada se extiende entre las
posiciones correspondientes a 61, por un lado, y 218, en el otro lado.

En la presente memoria, locus (posicion) de las secuencias peptidicas modificadas o no modificadas se identifica
haciendo referencia a una numeracién de aminoacidos de restos de aminoacidos en las posiciones correspondientes
de una gD natural (madura) no modificada como se identifica por la SEC. ID. n°: 1. Las posiciones correspondientes
pueden identificarse alineando los restos no modificados (véase anteriormente). Por ejemplo, se describe a
continuacioén la numeracion de secuencias de la gD natural (SEC. ID. n°: 1) y su precursor (SEC. ID. n°: 34).

SEC. ID. n°: 1

KYALADASLK MADPNRFRCK DLPVLDQLTD PPGVRRVYHI QAGLPDPFQP PSLPITVYYA &0
VLERACRSVL LNAPSEAPQT VRGASEDVRK QFYNLTIAWF RMGGNCAIPI TVMEYTECSY 120
NKSLGACPIR TQPRWNYYDS FSAVSEDNLG FLMHAPAFET AGTYLRLVKI NDWTEITQFI 180
LEHRAKGSCK YALPLRIPPS ACLSPQAYQQ GVTVDSIGML PRFIPENQRT VAVYSLKIAG 240
WHGPRAPYTS TLLPPELSET PNATQPELAP EDPEDSALLE DPFVGTVAPQI PPNWHIPSIQ 300
DAATPYHPPA TPNNMGLIAG AVGGSLLAAL VICGIVYWMR RRTQKAPKRI RLPHIREDDQ 360
PSSHOPLFY 369
SEC. ID. n° 34
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MGGARARLGA VILFVVIVGL HGVRG

KYALADASLK MADPNRFRGK DLPVLDQLTD PPGVRRVYHI QAGLPDPFQP PSLPITVYYA 60
VLERACRSVL LNAPSEAPQI VRGASEDVRK QPYNLTIAWF RMGGNCALPI TVMEYTECSY 120
NKSLGACPIR TQPRWNYYDS FSAVSEDNLG FLMHAPAFET AGTYLRLVKI NDWTEITQFI pE-1)
LEHRARGSCK YALPLRIPPS ACLSPQAYQQ GVIVDSIGML PRFIPENQRT VAVYSLKIAG 240
WHGPKAPYTS TLLPPELSET PNATQPELAP EDPEDSALLE DPVGTVAPQI PPNWHIPSIQ 300
DAATPYHPPA TPNNMGLIAG AVGGSLLAAL VICGIVYWMR RRTQRAPKRI RLPHIREDDQ 360
PSSHOPLFY 369

Segun algunas formas de realizacion, la parte eliminada se extiende entre las posiciones correspondientes a 1 a 8,
por un lado, y 38 a 55, en el otro lado. Ventajosamente, la parte eliminada se encuentra entre las posiciones
correspondientes a 6, en un lado, y 38, en el otro lado.

El ligando péptido mencionado anteriormente es cualquier tipo de ligando adecuado conocido en la técnica, por
ejemplo, una citocina, un factor de crecimiento, un derivado de anticuerpo monoclonal o, ventajosamente, un
anticuerpo monocatenario.

Segun algunas formas de realizacién especificas, el ligando peptidico es capaz de unirse en condiciones especificas
al receptor dado, que presenta una homologia de por lo menos 70%, 80%, 90%, 95% o 100%, ventajosamente
identidad, con respecto al receptor HER2/ErbB2.

El HER2/ErbB2 es un receptor que es sobreexpresado por, por ejemplo, el tumor de ovario, el tumor de mama, el
tumor de estdomago y las células tumorales de las glandulas salivales (Hynes N. E. y H. A. Lane "ERBB receptors
and cancer: the complexity of targeted inhibitors". Nat. Rev. Cancer (2005) 5: 341; Holbro, T. y Hynes, N. E. ErbB
receptors: directing key signaling networks throughout life. Annu Rev. Pharmacoll Toxicol. 44, 195-217 (2004);
Hynes, N. E. y Stern D. F. The biology of erbB-2/neu/HER-2 and its rol in cancer. Biochim. Biophys. Acta 1198, 165-
184 (1994)), y que se expresa a niveles muy bajos en tejidos no malignos (Yamamoto et al., Nature. enero 1986 16-
22; 319 (6050):230-4) (Press M. F. et al., Oncogene (1990.) 5: 953).

Segun otras formas de realizacion, el ligando peptidico es capaz de unirse en condiciones especificas del receptor
dado, que tiene una homologia de por lo menos 70%, 80%, 90%, 95% o 100%, ventajosamente identidad, con
respecto a un receptor dado seleccionado en el grupo que consiste en: EGFR1 (receptor del factor de crecimiento
epidérmico) [Carpenter, G. (1992). Receptor tyrosine kinase substrates: src homology domains and signal
transduction. Faseb J 6(14), 3283-9] , EGFR3 [Hynes, N. E. y Lane, H. A. (2005). ERBB receptors and cancer: the
complexity of targeted inhibitors. Naf. Rev. Cancer 5 (5), 341-54], PMSA (antigeno asociado a la membrana
prostatica), CEA (antigeno carcinoembrionario), GD2 (disialoganglidsido, expresado en el neuroblastoma y en el
melanoma), los receptores 1 y 2 de VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) expresados en los nuevos
vasos sanguineos [Carmeliet, P. (2005). VEGF as a key mediator of angiogenesis in cancer. Oncology 69 Supl. 3, 4-
10].

Es importante hacer hincapié en que, algunos de los ligandos naturales de receptores anteriormente mencionados
son conocidos, por ejemplo, EGF, VEGF. En la situacién actual de la técnica, se conocen anticuerpos monoclonales
y anticuerpos monocatenarios, que se dirigen al receptor diana expresado por las células enfermas. Por ejemplo,
J591, J415 y J533 se han preparado (véase la solicitud de patente con numero de publicacion
US20030007974). Single chain antibodies to EGFR1 (Nakamura, T., Peng, K. W., Vongpunsawad, S., Harvey, M.,
Mizuguchi, H., Hayakawa, T., Cattaneo, R., and Russell, S. J. (2004). Antibody-targeted cell fusion. Nat. Biotechnol.
22 (3), 331-6), to EGFR3 (Horak, E., Heitner, T., Robinson, M. K., Simmons, H. H., Garrison, J., Russeva, M.,
Furmanova, P., Lou, J., Zhou, Y., Yuan, Q. A., Weiner, L. M., Adams, G. P. y Marks, J. D. (2005). Isolation of scFvs
to in vitro produced extracellular domains of EGFR family members. Cancer Biother. Radiopharm. 20 (6), 603-13), to
VEGFR2/KDR (A7 scFv, Boldicke, T., Tesar, M., Griesel, C, Rohde, M., Grone, H. J., Waltenberger, J., Kollet, O. ,
Lapidot, T., Yayon, A., and Weich, H. (2001). Anti-VEGFR-2 scFv para el aislamiento de células. Se han descrito
anticuerpos monocatenarios que reconocen el receptor-2 del factor de crecimiento endotelial vascular humano
(VEGFR-2/flk-1) en la superficie de las células endoteliales primarias y células CD34+ preseleccionadas de la
sangre del cordon umbilical. Stem Cells 19 (1), 24-36).

Se han preparado anticuerpos monocatenarios contra CEA: entre otros, scFv MFE23 (que se describen en:
Chowdhury et al., Retargeting Retrovirus, 2004 Mol. Ther. 9:85, Imaging, Mayer A., Clin. Cancer Res. 6 (5): 1711
(2000), y en la solicitud de patente con el nimero de publicacion US20020090709) y scFv T84.66 (que se dio a
conocer en: Hu, Cancer Research (1996) 56:3055; Olafsen T. et al., Protein Eng. Des. Sel. (2004) 17:21; Wong Y. J.
et al., Clin. Cancer Res. (2004) 10:5014; Kenanova V. et al. Cancer Res., (2005) 65:622; US20030171551). El
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anticuerpo monoclonal MAb 3F8 (US20040116379, US20040115688, US6716422, Kushner B.H. et al., (2001)
19:4189, Tur MK. et al., Int.. J. Molec. Med. (2001) 8:579, US20040180386) y el anticuerpo monocatenario scFv
14.18 contra GD2 también son conocidos en la técnica.

Segun algunas formas de realizacion especificas, el ligando presenta por lo menos 70%, 80%, 85%, 90%, 95%,
100% de homologia (ventajosamente identidad) con un ligando elegido en el grupo formado por: scFv J591, scFv
MFE23, MAb 3F8, scFv T84.66 y scFv 14.18.

Segun algunas formas de realizacion, el ligando consta de al menos trescientos aminoacidos; mejor por lo menos
trescientos veinte, trescientos sesenta o doscientos cuarenta.

Ventajosamente, el ligando comprende un primer dominio (VL) y un segundo dominio (VH) y un primer enlazador
(L1), que conecta el primer y el segundo dominios (dominios VL, VH) y es capaz de permitir que el primer y el
segundo dominio (VL, VH) tomen una posicion relativa adecuada; disefiandose el primer y el segundo dominios (VL,
VH) para enlazar dicho receptor dado.

El ligando comprende ademas un segundo enlazador (L2) y/o un tercer enlazador (L3). El segundo dominio (VH)
esta situado entre el primer y el segundo enlazador (L1, L2) y los conecta. El primer dominio (VL) esta situado entre
el primer y el tercer enlazador (L1, L3) y los conecta.

El primer dominio (VL) se compone de al menos un centenar de aminoacidos, mejor no mas de ciento diecisiete
aminoacidos. El segundo dominio (VH) se compone de al menos ciento diez, mejor no mas de ciento treinta,
aminoacidos. El primer enlazador (L1) se compone de al menos doce, mejor no mas de treinta, aminoacidos.

Segun algunas formas de realizacion, el primer dominio (VL) tiene una homologia de por lo menos 80%, 90%, 95%,
98%, 100%, ventajosamente identidad, con respecto a la SEC. ID. n° 2.

SEC.ID.n% 2

SDIQMTQSPS  SLSASVGDRV - TITCRASQDV  NTAVAWYQQK  PGKAPKLLIY
'SASFLYSGVP  SRFSGSRSGT DFTLTISSLQ  PEDFATYYCQ QHYTTPPTFG
QGTKVEI '

Segun algunas formas de realizacion, el primer dominio (VL) puede tener por lo menos 80%, 90%, 95%, 98% o
100% de homologia, ventajosamente identidad, con respecto a la SEC. ID. n° 3.

SEC. ID.n°% 3
SEVQLVESGG GLVQPGGSLR LSCAASGFNI KDTYIHWVRQ APGKGLEWVA
RIYPTNGYTR YADSVKGRFT ISADTSKNTA YLOMNSLRAE DTAVYYCSRW

GGDGFYAMDY WGQGTLVTIVS

Segun algunas formas de realizacién, el primer enlazador (L1) tiene una homologia de por lo menos 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 98% o 100%, ventajosamente identidad, con respecto ala SEC ID N °: 4.

SEC.ID.n% 4
KSDMPMADPN RFRGKNLVFH

Segun algunas formas de realizacion, el segundo enlazador (L2) tiene una homologia de por lo menos 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 98% o 100%, ventajosamente identidad, con respecto a la SEC. ID. n°: 5 o SEC. ID. n° 8.

SEC.ID.n% 5
SSGGGSGSGG S
SEC.ID.n% 8
SSGGGSGSGG SG

Segun algunas formas de realizacion, el tercer enlazador (L3) se compone de al menos dos y, mejor, no mas de
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ocho aminoacidos. El tercer enlazador (L3) tiene una homologia de por lo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o
100%, ventajosamente identidad, con respecto a la SEC. ID. n% 6 o la SEC. ID. n°: 7.

SEC.ID.n% 6

EN

SEC.ID.n% 7

HSSGGGSG

Segun algunas formas de realizacion especificas, el ligando peptidico se inserta en la gD (glucoproteina D) de la

envoltura glucoproteica y una porcion de gD se borra, de modo que la gD modificada obtenida tiene una homologia
de por lo menos 70%, 80%, 90%, 95%, 98% o 100%, ventajosamente identidad, con respecto a la SEC. ID. n°: 10 o

15

20

25

la SEC. ID. n°: 9.

SEC. ID.n% 10

KYALADASLK MADPNRFRGK DLPVLDQLTD PPGVRRVYHI CAGLPDPFQP
PSLPITVYYA BSSGGGSGSD IQMTQSPSSL SASVGDRVTI TCRASQDVNT
AVAWYQQKPG KAPKLLIYSA SFLYSGVPSR FSGSRSGTDF TLTISSLQPE
DFATYYCQQOH YTTPPTFGQG TKVEIKSDMP MADPNRFRGK NLVFHSEVQOL
VESGGGLVQP GGSLRLSCAA SGFNIKDTYI HWVRQAPGKG LEWVARIYPT
NGYTRYADSV KGRFTISADT SKNTAYLQOMN SLRAEDTAVY YCSRWGGDGF
YAMDYWGQGT LVTVSSSGGG SGSGGSGMLP RFIPENQRTV AVYSLKIAGW
HGPKAPYTST LLPPELSETP NATQPELAPE DPEDSALLED PVGTVAPQIP
PNW&IPSIQD AATPYHPPAT PNNMGLIAGA VGGSLLAALV ICGIVYWMRR
RTQKAPKRIR LPHIREDDQP SSHQPLFY

SEC.ID.n%9

KYALARENSDT OQMTQSPSSLS ASVGDRVTIT CRASQDVNTA VAWYQQKPGK
APKLLIYSAS FLYSGVPSRF SGSRSGTDFT LTISSLOPED FATYYCQQHY
TTPPTFGQGT KVEIKSDMPM ADPNRFRGKN LVFHSEVQLV ESGGGLVQPG
GSLRLSCAAS GFNIKDTYIH WVRQAPGKGL EWVARIYPTN GYTRYADSVK
GRFTISADTS KNTAYLOMNS LRAEDTAVYY: CSRWGGDGFY AMDYWGQGTL
VTVSSSGGGS GSGGSHiQAG ' LPDPFQPPSL : PITWYAVLE RACRSVLLNA '
VPSEAPQIVRG ASEDVRKQPY NLTIAWFRMG - GNCAIPITVM EfTECSYNKS.
LGACPIRTQP RWNYYDSFSA  VSEDNLGFLM HAPAFETAGT  YLRLVKINDW
TEITQFILEH RAKGSCKYAL PLRIPPSACL SPQAYQOGVT VDSIGMLPRF
IPENQRTVAYV  YSLKIAGWHG  PKAPYTSTLL PPELSETPNA  TQPELAPEDP
EDSALLEDPV  GTVAPQIPPN WHIPSIQDAZA  TPYHPPATPN NMGLIAGAVG

GSLLAALVIC GIVYWMRRRT QKAPKRIRLP HIREDDQPSS HQPLFY

Los precursores de la SEC. ID. n° 10 y la SEC. ID. n° 9 pueden ser expresados por la SEC. ID. n°: 36 y la SEC. ID.

n°: 37, respectivamente.
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Las secuencias de péptidos descritas en la presente memoria, en particular, la gD modificada, pueden cambiarse
tras la traduccion. Los cambios posibles incluyen, pero no se limitan a la glucosilacion, la pegilacion, la albuminacion,
la farnisilacion, la carboxilacion, la hidroxilacion y la fosforilacion.

En este sentido debe tenerse en cuenta que, la gD natural tiene oligosacaridos ligados por N afiadidos en cada
secuencia de consenso especifica (Asn-X-Ser y/o Asn-X-Thr) (Sodora, D. L., Cohen G. H. y R. J. Eisenberg. 1989
Influence of asparagine-linked oligosaccharides on antigenicity, processing, and cell surface expression of herpes
simplex virus type 1 glycoprotein D. J. Virol. 63:5184-93) y posibles oligosacaridos unidos por O a uno o mas restos
Ser y/o Thr. De manera ventajosa, también la gD modificada y/o el ligando incluyen dichas modificaciones.

Se ha observado experimentalmente que, sorprendentemente, el VHS modificado segun la presente invencion,
aunque las secuencias de aa 7-32, que en la gD natural estan involucradas en la interaccion con HVEM, no siempre
se eliminaban, no sélo ha perdido la capacidad de interactuar con nectina1, sino también con HVEM, y por lo tanto
no se dirigen tanto desde receptores naturales HVEM como de nectinaf.

En este sentido, cabe sefalar que, contrariamente a los esfuerzos descritos por Zhou y Roizman (documento WO
2004/033639), el ligando utilizado (en este caso el scFv) no se inserta en el terminal en N de la gD, pero se inserta
entre dos fragmentos de gD que contienen restos que no se pueden eliminar (es decir, el terminal en N hasta el
resto del aa 60, y la region del extremo 218). Una caracteristica especifica del VHS modificado es que estas
porciones estan unidas entre si en una sola cadena polipeptidica, y estan unidas y mantienen juntas, en particular,
por el scFv que, en este caso, cumple simultaneamente dos funciones (i) proporciona el nuevo ligando para los
receptores a los que va dirigido (y por lo tanto dirige el tropismo del virus recombinante para el receptor de eleccion),
y (i) proporciona la funcién de soporte que, en la gD natural, se encuentra en la porcién de Ig plegada incluida en el
polipéptido 61-218.

Otras modificaciones que posiblemente mejoran la capacidad del virus especifico para unirse especificamente a las
células que expresan el receptor dirigido por el ligando heterélogo y entrar en ellas incluyen la eliminacién de
secuencias especificas en la glucoproteina gB (restos de aminoacidos 68-77) y gC (restos de aminoacidos 136 -
152) que permiten la unioén al receptor sulfato de heparan del VHS especifico. Dichas secuencias, o ampliaciones de
las mismas, pueden reemplazarse con el ligando heterdlogo de eleccion, a fin de concentrar mas el virus
recombinante en las células de eleccion.

Una aplicacion adicional consiste en la introduccion en el genoma virico de las mutaciones que favorecen en gran
medida la propagacion del virus desde una célula infectada a unas células adyacentes proximas. Se conocen
mutaciones que ejercen dicho efecto. Por lo general provocan que las células infectadas formen un sincitio (o
policariocito) con las células cercanas, y se denominan mutaciones sincitiales (syn). Los ejemplos de dichas
mutaciones son A40V situada en gK y R858H, T813l y R796C situada en gB.

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona el VHS modificado anteriormente identificado
para su utilizacion como medicamento, mejor para el tratamiento de tumores; en concreto, del tumor de ovario,
tumor de mama, tumor de prostata, tumor de colon, tumor de estémago, tumor de glandulas salivales, melanoma,
neuroblastoma, carcinoma de cabeza y cuello, el tejido neoangiogénico, en particular los tejidos neoangiogénicos de
un tumor, y/o metastasis de los mismos. De manera ventajosa, el VHS modificado anteriormente definido se utiliza
para el tratamiento del tumor de ovario, tumor de mama, tumor de prostata, tumor de estémago, tumor de glandulas
salivales y metastasis de los mismos. De manera ventajosa, el VHS modificado anteriormente definido se
proporciona para su utilizacion en el tratamiento de tumor de ovario, del tumor de mama y de la metastasis de los
mismos.

En este sentido, es importante sefialar que el VHS modificado anteriormente mencionado es particularmente Uutil
para el tratamiento de la metastasis tumoral. Esto es debido al hecho de que una vez que se administra el VHS
modificado, se difunde e infecta de forma autébnoma la metastasis.

El VHS modificado se puede administrar a un paciente por cualesquier medios conocidos. En particular, el VHS
modificado se puede administrar directamente en la zona de un tumor o, alternativamente, en todo el organismo, por
ejemplo, cuando se ha detectado metastasis o el tumor no es accesible directamente.

Los preparados farmacéuticos que contienen el VHS modificado estan sustancialmente desprovistos de impurezas
que pueden causar dafos al paciente, en particular, a los seres humanos o a otros mamiferos. Los preparados
farmacéuticos, de manera ventajosa, comprenden uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

El VHS modificado puede formularse para cada tipo conocido de administracion: en particular, para administracion
oral, parenteral o rectal o en formas disefiadas para la inhalacion o insuflado (tanto por la boca como por la nariz).
Las formulaciones para uso parenteral resultan ventajosas.

Para la administracion oral, los preparados farmacéuticos pueden estar, por ejemplo, en forma de comprimidos o
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capsulas preparadas por procedimientos conocidos con excipientes aceptables desde un punto de vista
farmacéutico como agentes aglutinantes (por ejemplo almidén de maiz pregelatinizado, polividona o metilcelulosa);
cargas (por ejemplo lactosa, celulosa microcristalina o fosfato acido de calcio); aditivos (por ejemplo estearato de
magnesio, talco, silice); disgregantes (por ejemplo almidon de patata); y/o agentes lubricantes (por ejemplo,
laurilsulfato sodico). Los comprimidos se pueden recubrir por métodos conocidos. Los preparados liquidos para
administracion oral pueden tener forma, por ejemplo, de soluciones o suspensiones de tipo jarabe, o pueden estar
en la forma de un producto seco que se puede disolver en agua o en otro liquido antes de su uso. Estos preparados
se pueden preparar de maneras conocidas con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de
suspension (por ejemplo, sorbitol, derivados de celulosa, grasas hidrogenadas comestibles); agentes emulsionantes
(por ejemplo, lecitina o goma arabiga); liquidos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos,
alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y/o conservantes (por ejemplo hidroxibenzoatos de metilo o propilo,
sorbico acido o acido ascorbico). Los preparados también pueden contener, en casos apropiados, sales
tamponantes, colorantes, agentes aromatizantes y/o edulcorantes.

Los preparados para administracién oral pueden formularse de una manera conocida, para proporcionar una
liberacion controlada del compuesto activo.

El VHS modificado puede formularse, de una manera conocida, para administracion parenteral por inyeccion o
administracion continua. Las férmulas inyectables pueden ser en forma de dosis individuales, por ejemplo en
ampollas o recipientes multidosis que contienen conservantes. La preparacion puede estar en forma de suspension,
en liquidos acuosos u oleosos, y puede contener elementos de formulacién tales como agentes dispersantes y
estabilizantes. Alternativamente, el compuesto activo puede estar en forma de polvo para disolverse inmediatamente
antes de su uso en un liquido adecuado, por ejemplo agua esterilizada.

El VHS modificado se puede formular para administracion rectal en forma de supositorios o enteroclisis, por ejemplo,
que contiene excipientes para los supositorios de un tipo conocido, tal como manteca de cacao u otras grasas.

El VHS modificado también se puede formular, de una manera conocida, como preparados de liberacion
prolongada. Estos preparados de liberacion prolongada se pueden administrar mediante un implante (por ejemplo,
subcutaneo o intramuscular) o mediante una inyeccion intramuscular. Asi, por ejemplo, el VHS modificado se puede
formular con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, una emulsién o un aceite) o con resinas
de intercambio iénico, o derivados relativamente poco solubles, tales como sales relativamente poco solubles.

Para la administracion intranasal, el VHS modificado se pueden formular para la administracion mediante un
dispositivo (conocido), por ejemplo, en forma de polvo con los vehiculos adecuados.

Las dosis del VHS modificado pueden definirse como el niumero de unidades formadoras de placa (ufp). Los
ejemplos de dosis incluyen 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 10" 0 10" ufp.

El paciente que se debe tratar puede ser cualquier mamifero, por ejemplo un ser humano. Otros ejemplos de
animales que se pueden tratar son: los animales de granja tales como ganado vacuno, cerdos, cabras, ovejas,
caballos; animales domésticos tales como gatos y perros; conejo, raton, rata.

En algunos casos es posible administrar el VHS modificado junto con otros tratamientos de quimio-, inmuno-, radio-
terapia y/o otros tipos de tratamientos.

En particular, el VHS modificado se puede utilizar combinado con inhibidores de angiogenia tales como, por ejemplo:
Endostatina (EntreMed), SU5416, SU6668 (Sugen, San Francisco), Talidomida, COL-3 (Collagenex, Newton PA),
AG3340 (Agouron, LaJolla, CA), Marimastat (British Biotech), Neovastat (Aeterna, Quebec), BMS-275291 (Bristol-
Myers Squibb).

Segun un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona la utilizacion de un VHS modificado para la
utilizacion en el diagnostico de una condicion fisioldgica, mejor para identificar la metastasis tumoral. Por
consiguiente, en la presente memoria se proporciona la utilizacion del VHS modificado para la preparacion de una
composicion para la utilizacion en el diagnéstico de una condicion fisiolégica. Dicha composicion puede prepararse
utilizando procedimientos conocidos de modo que pueda administrarse a un paciente.

Ventajosamente, la utilizacion en el diagnéstico puede dirigirse a: tumor de ovario, tumor de mama, tumor de
prostata, tumor de colon, tumor de estdémago, tumor de la glandula salival, melanoma, carcinoma de cabeza y cuello,
tejido neoangidgeno, en particular los tejidos neoangidgenos de un tumor, y neuroblastoma y/o metastasis de los
mismos; mejor, tumor de ovario, tumor de mama, tumor de préstata, tumor de estdbmago, tumor de la glandula salival
y metastasis de los mismos; en particular, el tumor de ovario, tumor de mama y metastasis de los mismos.

La utilizacion en el diagnostico de las condiciones fisiolégicas puede obtenerse mediante el diagndstico por la

imagen de la expresion del gen de la timidina-quinasa (TK) utilizando técnicas de deteccion muy sensibles tales
como PET o SPECT (Sharma et al., Molecular imaging of gene expression and protein function in vivo with PET and
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SPECT, J. Magn. Reson. Imaging., 16 (4) : 336-51, 2002) (Vries et al., Scintgraphic Imaging of HSV Gene Therapy,
Curr. Pharm. Des., 8 (16) : 1435-50 , 2002) (Vries et al. , Positron Emission Tomography: measurement of transgene
expression, Methods, 27 (3.): 234, 2002).

Alternativamente, es posible fusionar una proteina no esencial (por ejemplo Us11) y una proteina indicadora capaz
de ser identificada in vivo (por ejemplo, proteinas rojas o verdes fluorescentes o variaciones de las mismas,
luciferasa o B-galactosidasa).

Cuando se utiliza la luciferasa, su presencia puede hacerse resaltar mediante un sustrato luminiscente o cromatico
adecuado. La proteina indicadora puede fusionarse a una timidina-cinasa (Soling et al., Intercellular localization of
Herpes simplex virus of the type 1 thymidine kinase fused to different fluorescent proteins depends on choice of
fluorescent tag, FEBS Lett., 527 (1-3): 153, 2002).

Segun un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un procedimiento de preparacion de un VHS
modificado como se ha definido anteriormente. El procedimiento comprende una fase de insercién, durante la cual
se inserta una secuencia de nucleétidos que codifica el ligando peptidico en el ADN del VHS por lo que el VHS
modificado asi obtenido expresa en su envoltura el ligando peptidico.

Mejor, el ADN del VHS esta tan manipulado que la secuencia de codificacién gD del VHS modificado tiene al menos
70%, 80%, 90%, 95% o 100% de homologia, mejor de identidad, con respecto a la SEC. ID. n°: 36 o SEC. ID. n°: 37,
en particular, la SEC. ID. n°: 37.

Antes de la insercion de ligandos adecuados, mejor anticuerpos monocatenarios, pueden identificarse utilizando
técnicas conocidas para probar su capacidad de fijacién a por lo menos un receptor expresado por las células
enfermas.

Las caracteristicas adicionales de la presente invencion se pondran mas claramente de manifiesto mediante la
siguiente descripcion de algunos ejemplos ilustrativos.

Ejemplo 1 - Construccion de VHS que expresan gD modificadas genéticamente que llevan supresiones
sustituidas con un anticuerpo monocatenario dirigido a HER2/Neu y que llevan EGFP como gen informador.

A) Eliminacién de gD procedente de VHS-BAC.

Para generar un virus gDminus, el procedimiento de "clonacién de ET" se realizé en bacterias (Muyrers, J. P., Y.
Zhang, G. Testa y A. F. Stewart. 1999. Rapid modification of bacterial artificial chromosomes by ET-recombination.
Nucleic Acids Res. 27:1555-7). Un casete con resistencia a kanamicina flanqueada por dos sitios FRT se amplié por
RCP a partir del plasmido pFRT-2, con cebadores que contenian en sus extremos 5' 60 nt de las secuencias que
flanquean gD ORF: gDup_Kan_f (TGT TCG GTC ATA AGC TTC AGC GCG AAC GAC CAA CTA CCC CGA TCA
TCA GTT ATC CTT AAG CCA GTG AAT TCG AGC TCG GTA C) (SEC ID N°: 11) y gDdown_Kan_r (ACT TAT CGA
CTGTCCACCTTT CCC CCC TTC CAG ACT CGC TTT ATATGG AGT TAA GGT CCC GAC CAT GAT TAC GCC
AAG CTC C) (SEC ID n°: 12). pFRT-2 se construido por insercion de la resistencia a la kanamicina procedente del
pCP15 en los sitios Nsil de pCP16 reemplazando el gen de resistencia a tetraciclina Cherepanov, P. P., y W.
Wackernagel. 1995. Gene disruption in Escherichia coli: TcR and KmR cassettes with the option of Flp-catalyzed
excision of the antibiotic-resistance determinant. Gene 158:9-14. The PCR product was electroporated into DH10B E.
coli (Stratagene) harboring the YEbaclO2 HSV-BAC Tanaka, M., H. Kagawa, Y. Yamanashi, T. Sata e Y. Kawaguchi.
2003. Construction of an excisable bacterial artificial chromosome containing a full-length infectious clone of herpes
simplex virus type 1: viruses reconstituted from the clone exhibit wild-type properties in vitro and in vivo. J. Virol.
77:1382-91, and transiently expressing lambda phage Red-B and Red-y recombinases from pKD46
plasmid Datsenko, K. A., y B. L. Wanner. 2000. One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12
using PCR products. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97:6640-5. Los clones recombinantes se seleccionaron en placas
que contienen dos antibiéticos, 25 pug/ml de kanamicina (marcador contenido en el producto de RCP) y 20 pg/ml de
cloranfenicol (marcador contenido en secuencias de VHS-BAC), para asegurar la sustitucion de la secuencia de
codificacion de gD por la casete de resistencia a kanamicina. Para extraer la casete de kanamicina, los clones
positivos se sometieron a electroporacion con pCP20 (Cherepanov, P. P., y W. Wackernagel. 1995. Gene disruption
in Escherichia coli: TcR and KmR cassettes with the option of Flp-catalyzed excision of the antibiotic-resistance
determinant. Gene 158:9-14), un plasmido que expresa la FLP recombinasa de levadura, que se dirige a secuencias
FRT. Por ultimo, se analizaron las colonias para determinar la pérdida del marcador de kanamicina y la resistencia a

cloranfenicol. EI genoma de VHS-BAC de gDminus resultante denominado 102gD"FRT, se comprobd por
transferencia Southern, RCP, secuenciacion, y para la capacidad para formar placas sélo en R6, y no en otras
estirpes celulares.

B) Ingenieria de EGFP (proteina fluorescente verde potenciada) o genes indicadores LacZ en 102gD’FRT VHS-
BAC.
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La segunda etapa en la ingenieria de recombinantes de VHS-BAC fue la insercion del gen indicador EGFP o LacZ,
generando de este modo gDminus-EGFP-VHS-BAC o gDminus-LacZ-VHS-BAC. Se han seleccionado como punto
de insercion del gen indicador las propias secuencias de pBeloBAC, de modo que, el gen marcador se puede
eliminar junto con las secuencias de BAC por la Cre recombinasa, si es necesario (Fig. 1 A). La secuencia de
codificacion de EGFP seguida de la sefal de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovino (BGH) se amplio
por RCP a partir de pPCMS-EGFP (Clontech) con los cebadores EGFP_BamHI_f (CAA CCC GGG ATC CAC TCG
CGG CCACCATGG TGA GC) (SEC. ID. n° 13) y EGFP + pA_BamHI_r (CCC CTT GGG ATC CTT CTG CAC CCC
CCC ACC CCC CAG AAT AG) (SEC. ID. n° 14), y se cloné corriente abajo del activador a27 del VHS. La casete
a27-EGFP se inserté entre dos secuencias de 700 pb, ampliadas RCP a partir del plasmido pBeloBac11 (n°: de
registro en GenBank: U51113). Las dos secuencias de 700 pb anteriormente mencionadas se designaron
pBeloBac11-up [cebadores Sal_pBelo 1209 f: TTG CCA GTC GAC ATT CCG GAT GAG CAT TCA TCA GGC GGG
CA (SEC. ID. n°: 15) y pBelo_1897_Xho_r: GCA AAA ACT CGA GTG TAG ACT TCC GTT GAA CTG ATG GAC
(SEC. ID. n°% 16)] y pBeloBac11-down [cebadores Mun_pBelo_1898 f: GGA AGT CAA TTG GAA GGT TTT TGC
GCT GGA TGT GGC TGC CC (SEC. ID. n° 17) y pBelo_2586_Eco_r: CAC ACT GAA TTC GCA ATT TGT CAC
AAC ACC TTC TCT AGA CA (SEC. ID. n° 18)]. En el montaje resultante, la casete a27-EGFP resultd insertada
entre los nt 1897 y 1898 (coordenadas originales) de pBeloBac11. La casete a27-EGFP mas las secuencias
adyacentes pBeloBac11 se subclonaron en el vector lanzadera pST76KSR Adler, H., M. Messerle, M. Wagner, y U.
H. Koszinowski. 2000. Cloning and mutagenesis of the murine gammaherpesvirus 68 genome as an infectious
bacterial artificial chromosome. J. Virol. 74:6964-74 para la recombinacion homdloga en bacterias. Para la insercion
de LacZ, se siguio la misma estrategia, secuencias de clonacion pBeloBac11-arriba y -abajo en un plasmido que ya
contiene la casete a27-LacZ. Las regiones de insercion y adyacentes relevantes se secuenciaron para precision en
todos los plasmidos.

C) Construccion de vectores lanzadera para la insercion de gD hibrida en los gDminus BAC.

El vector lanzadera gD denominado PS31 (figura 10) lleva el scHER2L (scFv anti HER2 mas un enlazador de serina
glicina de 9-aa) insertado entre los restos 24 y 25 de gD, mas la sustitucion V34S (Fig. 1 B, b). Se construy6 de la
siguiente manera. En primer lugar, la sustitucion V34S se introdujo por mutagenia dirigida en pLM13 (Fig. 8),
montaje que lleva scHER2L insertado entre los restos 24 y 25 de gD, generando pLM31 (Fig. 9). La mutagenia se
realizé mediante el kit Stratagene QuickChange Il (Stratagene) con los cebadores gD_34S_Stul 5-TCC TCC GGG
GAG CCG GCG CGT GTA CCA CAT CCA GGC AGG CCT ACC GG-3 (SEC. ID. n% 19) y su inversa. Los
cebadores contenian las enzimas de restriccion imperceptibles indicadas, para facilitar la detecciéon de clones
mutantes. A continuacion, la casete que contiene gD + scHER2 mutagenizada mas gD gendmica corriente arriba y
corriente abajo de las secuencias adyacentes (alrededor de 500 pb cada una) se transfirid al vector lanzadera
pST76KSR para permitir la recombinacion homéloga en E. coli.

Para construir PS39 (figura 11), las sustituciones D215G, R222N, F223I se afiadieron a gD clonada en PS31 por
medio del cebador gD_215G-222N-2231_Pvul 5-AGG GGG TGA CGG TGG GCT CGA TCG GGA TGC TGC CCA
ACA TCA TCC CCG AGA ACC-3'(SEC. ID. n®: 20) y su inversa (figura 1 B, c).

El vector lanzadera pS113 (figura 13) contiene gD, en el que los restos de aa 6-38 se suprimieron y se sustituyeron
con scHER2L [scFv contra HER2 seguido de un enlazador serina-glicina de 11 aa: SSGGGSGSGGS (SEC. ID. n°
5), codificado por la secuencia TCGAGTGGCGGTGGCTCTGGTTCCGGTGGATCC (SEC. ID. n° 21)] (figura 1 B,
d). Para generar este montaje, las enzimas de restriccion EcoR| y BamHI se introdujeron sucesivamente en el ORF
de gD en pLMS5 (figura 7). La enzima de restriccion EcoRI se inserté en las posiciones 6-8 de aminoacidos de la
secuencia proteica y la enzima de restriccion BamHI se insert6 en las posiciones 37-39 de los aminoacidos de la
secuencia proteica, mediante los cebadores mutagenos gD_6/8_EcoRI_f 5-CAA ATA TGC CTT GGC GGA GAA
TTC TCT CAA GAT GGC CG-3 (SEC. ID. n° 22) y gD_37/38 BamHI_f 5-CGG GGG TCC GGC GCG GAT CCC
ACA TCC AGG CGG G-3' (SEC. ID. n° 23) , respectivamente. La insercion de la enzima EcoRI introduce las
sustituciones D6E y A7N. El scHER2L se ampli6 a partir del pS2019a Sidhu, S. S., B. Li, Y. Chen, F. A. Fellouse, C.
Eigenbrot y G. Fuh. 2004. Phage-displayed antibody libraries of synthetic heavy chain complementarity determining
regions. J. Mol. Biol. 338:299-310 con los cebadores scFv_x6_Eco_f 5-GCA AAG GAA TTC CGA TAT CCA GAT
GAC CCA GTC CCC G-3'(SEC. ID. n° 24) y scFv_SG_x37_BamH 5-CGG AGG ATC CAC CGG AAC CAG AGC
CAC CGC CAC TCG AGG-3' (SEC. ID. n° 25). Este montaje se denominé pLM113 (figura 12). EI plasmido
lanzadera pS113 final se construyd subclonando la gD genéticamente modificada junto con las secuencias
gendmicas adyacentes (fragmento Nrul-Pmel) en pST76KSR (figura 13).

El vector lanzadera pS249 contiene gD, en el que los restos de aa 61 a 218 se suprimieron y se sustituyeron con
LscHERZ2L [scFv contra HER2 flanqueada por enlazadores serina-glicina, 8 aa corriente arriba: HSSGGGSG (SEC.
ID. n°% 7), codificada por la secuencia de CATAGTAGTGGCGGTGGCTCTGGA (SEC. ID. n°: 26); 12 aa corriente
abajo: SSGGGSGSGGSG (SEC. ID. n°: 8), codificada por la secuencia
TCGAGTGGCGGTGGCTCTGGTTCCGGTGGATCCGGT (SEC. ID. n°: 27)] en lugar de los restos de aa 61 a 218 de
gD (figura 1 B, e). La mutagenia y la clonacién se realizaron en pLM5 (figura 7), plasmido que contiene el ORF de
gD clonado en pcDNA3.1 (-) (Invitrogen), flanqueado por dos secuencias gendmicas flanqueantes corriente arriba y
corriente abajo de 500 pb Menotti, L., A. Cerretani y G. Campadelli-Fiume. 2006. Un virus recombinante de herpes
simple que presenta un anticuerpo monocatenario a HER2/neu introduce células a través del receptor de tumor de
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mama, independientemente de los receptores de gD. J. Virol. 80:5531-9. En primer lugar, se insertaron dos
secuencias Ndel en la secuencia de codificacion que sustituye los aminoacidos 61-62 y 218-219 de gD madura,
respectivamente, utilizando los cebadores mutagénicos gD_61/62_Ndel_f (5'-acg gtt tac tac gcc CAT Atg gag cgc
gcc tge c-3') (SEC. ID. n°: 28) y gD_218/219_Ndel_f (5-“GAC GGT GGA CAG CAT CCA TAT GCT GCC CCG CTT
C-3") (SEC. ID. n°% 29). A continuacion, se inserté6 un enlazador serina-glicina de 9 aa hibridando y ligando en la
enzima Ndel los dos oligos fosforilados P-SG9Bam7/Nde_f (5'-TAG TAG TGG CGG TGG CTC TGG ATC CGG-3 )
(SEC. ID. n°: 30) y P-SG9Bam7/Nde r (5tAC CGG AtC CAG AGC CAC CGC CAC Tac-3') (SEC. ID. n° 31), que
contiene una enzima BamHI imperceptible. El scHER2 se amplié a partir de pS2019a Sidhu, S. S., B. Li, Y. Chen, F.
A. Fellouse, C. Eigenbrot y G. Fuh. 2004. Phage-displayed antibody libraries of synthetic heavy chain
complementarity determining regions. J. Mol. Biol. 338:299-310 con los cebadores scFv_Bam_f (5-GGC TTA TGG
ATC CGA TAT CCA GAT GAC CCA GTC CCC-3") (SEC. ID. n°: 32) y scFv_SG_x37_BamH_r (5'-CGG Agg atc cAC
CGG AAC CAG AGC CAC CGC CAC TCG AGG-3") (SEC. ID. n°: 33) y se inserto6 en la enzima BamHI del enlazador
serina-glicina. La longitud total de insercion es de 801 pb, que codifica 267 restos de aa. El montaje se denomind
pLM249. Por ultimo, la casete que contiene gDA61-218 + LscHER2L genéticamente modificado mas las secuencias
adyacentes a gD gendmica corriente arriba y corriente abajo (el fragmento Nrul-Pmel de pLM249) se subcloné en
Smal del vector lanzadera pST76KSR generando pS249 (figura 14) para la recombinacién homologa en E. coli. Las
regiones de insercion y adyacentes relevantes se secuenciaron para precision en todos los plasmidos.

D) Generacion de genomas recombinantes por sustitucion en dos etapas en bacterias. El procedimiento aplicado
para generar genomas recombinantes en E. coli fue esencialmente como describid, con ligeras modificaciones
O'Connor, M., M. Peifer y W. Bender. 1989. Construction of large DNA segments in Escherichia coli. Science
244:1307-12; Messerle, M., I. Crnkovic, W. Hammerschmidt, H. Ziegler y U. H. Koszinowski. 1997. Cloning and
mutagenesis of a herpesvirus genome as an infectious bacterial artificial chromosome. Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
94:14759-63; Borst, E. M., G. Hahn, U. H. Koszinowski y M. Messerle. 1999. Cloning of the human cytomegalovirus
(HCMV) genome as an infectious bacterial artificial chromosome in Escherichia coli: a new approach for construction
of HCMV mutants. J. Virol. 73:8320-9. En resumen, DH10B electrocompetentes de E. coli (Stratagene) que alojan
los genomas gDminus VHS-BAC pertinentes se sometieron a electroporacion con el vector lanzadera en cubetas de
electroporacion de 0,2 cm (Bio-Rad) a 200 O, 25 pF, 2,5 kV, se colocaron en placas en LB agar-agar que contenia
25 pg/ml de Kana (marcador del vector lanzadera) y 20 pg/ml de Cam (marcador de BAC) Tanaka, M., H. Kagawa,
Y. Yamanashi, T. Sata e Y. Kawaguchi. 2003. Construction of an excisable bacterial artificial chromosome containing
a full-length infectious clone of herpes simplex virus type 1: viruses reconstituted from the clone exhibit wild-type
properties in vitro and in vivo. J. Virol. 77:1382-91), y se incubaron a 30°C o/n para permitir la expresion de RecA del
vector lanzadera. Los clones se volvieron a colocar en placas en LB + Kana + Cam a 43°C para permitir la
identificacion de los que alojan los cointegrados (visibles como colonias grandes, en comparacion con el fenotipo
"pequefa colonia" sensible a la temperatura determinado por vectores lanzadera no integrados). Posteriormente, se
permitio a los cointegrados resolver por siembra los clones en LB + Cam a 30°C, y los clones que contienen el VHS-
BAC resuelto se seleccionaron en placas de LB + Cam enriquecido con 10% de sacarosa. Por ultimo, se comprobd
la pérdida de la resistencia Kana en los clones, y la presencia del inserto deseado por RCP de colonias.

La recombinacion entre el 102gD'FRT VHS-BAC y los vectores lanzadera adecuados gener6 ADN con gDminus-
EGFP-VHS-BAC o gDminus-LacZ-VHS-BAC, que contiene la casete activador a27-EGFP (o activador a27-LacZ)
insertada en secuencias BAC (Fig. 1 A). Los virus se reconstruyeron mediante la transfeccion del ADN de BAC en
las células R6 que complementan gD.

El gDminus-VHS-BAC se utilizd como receptor para la generacion de recombinantes que contienen la gD
genéticamente modificada. Los genomas recombinantes se verificaron por RCP y secuenciacion. Los virus se
reconstruyeron mediante transfeccion de los BAC-ADN en células R6 Zhou, G., V. Galvan, G. Campadelli-Fiume y B.
Roizman. 2000. La glucoproteina D o J presentada en apoptosis de bloques trans en células SK-N-SH producida por
un virus del herpes simple 1 mutante que carece de genes intactos que expresan ambas glucoproteinas. J. Virol.
74:11782-91, seguido de un solo paso en células BHK (rifién de cria de hamster) y crecimiento posterior en J-HER2
Menotti, L., A. Cerretani y G. Campadelli-Fiume. 2006. A virus de herpes simple recombinante que presenta un
anticuerpo monocatenario a HER2/neu introduce células a través del receptor de tumor de mama,
independientemente de los receptores de gD. J. Virol. 80:5531-9 o células SKOV3 (ATCC n°® HTB-77). Las reservas
de virus se cultivaron en células J-HER2 o SKOV3 y atenuadas en serie durante mas de 10 pases. El valor del virus
se determind en células SKOV3.

Ejemplo 2 - Ensayo de infeccion con el R-LM31 recombinante que lleva la sustitucion V34S en gD.

La 12 generacion de recombinantes R-LM11 y R-LM11L llevaban scHER?2 insertado entre los restos 24 y 25 de gD
Menotti, L., A. Cerretani y G. Campadelli-Fiume. 2006. Un virus de herpes simple recombinante que presenta un
anticuerpo monocatenario a HER2/neu se introduce en las células a través del receptor de tumor de mama,
independientemente de los receptores de gD. J. Virol. 80:5531-9. La insercion alterd el terminal en N de modo que la
entrada a través de HVEM se ve obstaculizada. La entrada por nectina1l se mantuvo Menotti, L., A. Cerretani y G.
Campadelli-Fiume. 2006. Un virus de herpes simple recombinante que presenta un anticuerpo monocatenario a
HER2/neu se introduce en las células a través del receptor de tumor de mama, independientemente de los
receptores de gD. J. Virol. 80:5531-9. El primer intento para generar un nectina1 inespecifica recombinante consistio
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en la insercion de la mutacion de V34S en gD-scHER2 (Fig. 1 b). Cuando se introdujo en el gD redirigida a IL13, la
sustitucion V34S disminuyd fuertemente entrada por la nectinal Zhou, G., y B. Roizman. 2006. Construction and
properties of a herpes simplex virus 1 designed to enter cells solely via the IL-13alpha2 receptor. Proc. Natl. Acad.
Sci. U S A 103:5508-13. EI ADN LM31-BAC recombinante se generd por recombinacion homdloga en E. coli. El
genoma receptor fue gDminus-LacZ-VHS-BAC. El virus recombinante R-LM31 se obtuvo por transfeccion del ADN
LM31-BAC en las células R6 que complementan gD. El tropismo R-LM31 se ensayd en células J que expresan
nectina1 humana o murina, o HER2 humano, y se control6 como actividad de B-galactosidasa. Como se muestra en
la Fig. 2 A-D, el R-LM31 recombinante infecté células J-nectina1 (Cocchi, F., L. Menotti, P. Mirandola, M. Lopez, y G.
Campadelli-Fiume. 1998. El ectodominio de un nuevo miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas
relacionado con el receptor del poliovirus tiene los atributos de un receptor auténtico para los virus de herpes simple
1y 2 en células humanas J. Virol. 72:9992-10002) (a través ya sea del receptor humano o murino); por lo tanto no
especifico de nectina1. El resultado indica que el efecto de la sustitucion V34S varia dependiendo del inserto
presente en gD.

Ejemplo 3 - Movilidad electroforética de las gD naturales e hibridas expresadas en las células SKOV3.

Se infectaron células SKOV3 con R-LM5 (la secuencia peptidica de gD de R-LM5 es la SEC. ID. n° 1, cuyo
precursor se expresa por la secuencia de nucleétidos SEC. ID. n°: 35), R-LM13 (la secuencia peptidica de gD de R-
LM13 es la SEC. ID. n°: 42, cuyo precursor se expresa por la secuencia de nucleotidos SEC. ID. n°: 43), R-LM31 (la
secuencia del péptido de gD de R-LM31 es la SEC. ID. n° 38, cuyo precursor se expresa por la secuencia de
nucledtidos SEC. ID. n° 39), R-LM39 (la secuencia del péptido de gD de R-LM39 es la SEC. ID. n° 40, cuyo
precursor se expresa por la secuencia de nucleétidos SEC. ID. n°% 41), R-LM113 (SEC. ID. n°: 9) y R-LM249 a una
m.o.i de 10 ufp/célula. Tras 24 h los lisados celulares infectados se separaron por SDS-PAGE, se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Amersham), y se visualizaron por inmunotransferencia Western con MAb BD80 contra
la fraccion del terminal C de gD del ectodominio, seguido de anti-lgG de ratéon conjugada con peroxidasa y
quimioluminiscencia aumentada (figura 2 E). En los recombinantes R-LM31 y R-LM39 la presencia de scHER2L da
como resultado una migracion mas lenta, como en el virus prototipo R-LM13, en comparacion con el R-LM5 que
lleva gD natural. En el R-LM113 recombinante la movilidad electroforética de la gD hibrida es indistinguible de la de
los R-LM13-31-39 recombinantes. En el R-LM249 recombinante, la sustitucion de 158 restos de aa con LscHER2L
produce una migracion intermedia entre gD natural y gD de R-LM113 (donde 6-38 restos de aminoacidos de gD se
sustituyen por scHER2L). R-LM113 produce menos gD que R-LM5 o R-LM249, ya que la banda correspondiente
necesitaba ser cargado con 10 veces como mucho de lisado en comparacion con el R-LM5 o R-LM249 para obtener
la sefial observada en la figura 2. Esta produccion menor de gD fue descrita anteriormente para los virus que llevan
supresion en terminal en N de gD Zhou, G., y B. Roizman. 2006. Construction and properties of a herpes simplex
virus 1 designed to enter cells solely via the IL- 13alpha2 receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103:5508-13.

Ejemplo 4 - Infeccion de una variedad de estirpes celulares con R-LM113 y R-LM249.

Unas monocapas de una variedad de estirpes celulares de origen roedor, simio o humano se infectaron a m.o.i.
creciente, y se midio la expresion del gen indicador EGFP (Clontech) 24 h después por medio de un fluorémetro. Se
tomaron fotografias digitales con una camara Kodak conectada a un microscopio de fluorescencia Zeiss
Axioplan. LM113 y R-LM249 infectaron células J-HER2, pero no las células J que expresan nectinal humana o
nectina1 murina como unico receptor (Fig. 3). La inespecificidad de nectina1 murina se confirmé por el fracaso para
infectar células L y NIH-3T3. Las células humanas fueron sensibles a R-LM113 y R-LM249, siempre que expresen a
HER2 a un alto nivel (SKOV3). Células negativas a HER2, por ejemplo, HEp-2 ATCC n° CCL-23, 1-143 tk” (Post, L.
E. y Roizman, B. (1981). A generalized technique for deletion of specific genes in large genomes: alpha gene 22 of
herpes simplex virus 1 is not essential for growth. Cell 25(1), 227- 32.) y células RH4 (rabdomiosarcoma) Ricci, C., L.
Landuzzi, |I. Rossi, C. De Giovanni, G. Nicoletti, A. Astolfi, S. Pupa, S. Menard, K. Scotlandi, P. Nanni, y P. L. Lollini.
2000. Expression of HER/erbB family of receptor tyrosine kinases and induction of differentiation by glial growth
factor 2 in human rhabdomyosarcoma cells. Int. J. Cancer 87:29-36, se infectaron a un nivel insignificante.
Curiosamente, R-LM113 y R-LM249 eran especificos para HER2 humano, ya que no consiguieron infectar la linea
celular de raton TT12.E2 que expresa el ortdlogo de rata de HER2 (neu-NT) De Giovanni, C., G. Nicoletti, L.
Landuzzi, A. Astolfi, S. Croci, A. Comes, S. Ferrini, R. Meazza, M. lezzi, E. Di Carlo, P. Musiani, F. Cavallo, P. Nanni
y P. L. Lollini. 2004. Immunoprevention of HER-2/neu transgenic mammary carcinoma through an interleukin 12 -
engineered allogeneic cell vaccine. Cancer Res. 64:4001-9.

Ejemplo 5 - Ensayo de replicacion de virus.

Las células J, J-hNectin1, J-HVEM, J-HER2, SKOV3, [-143 tk'y HEp-2 cultivadas en placas de 12 pocillos se
infectaron con los virus indicados en la figura 4 a una m.o.i de 1 ufp/célula durante 90 min a 37°C. Después de la
adsorcion del virus, se retird el indculo y el virus no penetrado se inactivd por medio de un lavado con acido (acido
citrico 40 mM, KCI 10 mM, NaCl 135 mM [pH 3]) Brunetti, C. R., R. L. Burke, B. Hoflack, T. Ludwig, K. S. Dingwell, y
D.C. Johnson. 1995. Role of mannose-6- phosphate receptors in herpes simplex virus entry into cells and cell-to-cell
transmission. J. Virol. 69:3517-28. Los cultivos replicados se congelaron a los tiempos indicados (3, 24, 48 h)
después de la infeccion. Se valor6 la descendencia virica (intracelular mas extracelular) en células SKOV3.
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El crecimiento de R-LM39, R-LM113 y R-LM249 se comparé con R-LM5 del virus recombinante (que codifica a gD
natural) y R-LM13 (que codifica al hibrido gD-scHER2L sin mas mutaciones o supresiones). (i) R-LM39 fue incapaz
de crecer en las células J-HVEM, pero se replicé en las células J-HER2 y en J-nectina1, lo que implica que se podria
utilizar tanto a HER2 como a nectina1 como receptores (Fig. 4 B, C, D). Por consiguiente, se replica en las estirpes
celulares humanas SKOV3 (que expresan tanto nectinal como HER2), células 1-143 tk'y HEp-2 (que expresan
nectina1) (figura 4 E, F, G). (ii) R-LM113 creci6é de manera eficiente en las células J-HER2, mejor que R-LM249 y R-
LM5 (figura 4D). En las células SKOV3 R-LM113 y R-LM249 se replicaron para los valores de solo 1 a 1,5 érdenes
de magnitud inferiores a los del virus R-LM5 de referencia (figura 4E). (iii) R-LMI13 y R-LM249 eran inespecificos
tanto para nectinal como HVEM, segun se evalu6 por su incapacidad para crecer en las células J-nectinal y J-
HVEM, asi como en 1-143 tk” humana y HEp-2 a valores superiores a 10%-10%*10* ufp/ml (Fig. 4 B, C, F, G).

Ejemplo 6 - Inhibicion de la infeccién de virus por anticuerpos.

Las células SKOV3 cultivadas en placas de 96 pocillos se incubaron durante 2 h en hielo con concentraciones
crecientes de anticuerpos (RI.302 contra nectina1, Herceptina contra HER2, o inmunoglobulinas de ratén) diluidos en
DMEM sin suero, y a continuacion con el inéculo virico en el m.o.i de 2 ufp/célula (valorados en células SKOV3)
durante mas de 90 min en hielo. Después de la adsorcion del virus, el virus no unido se retird y las células se lavaron
dos veces con medio RPMI+Glutamax enfriado con hielo enriquecido con 2,5% de FBS. Las células se cubrieron con
medio que contiene la misma concentracion de anticuerpos o de las IgG, se cambiaron rapidamente a 37°C, y se
incubaron durante 16 h. La infeccion se cuantificé como intensidad de fluorescencia EGFP mediante un lector de
placas Victor (Perkin Elmer). El valor de 100% representa los datos obtenidos con las células infectadas con el virus,
en ausencia de anticuerpos.

El uso del receptor se confirmé en experimentos que bloquean virus con Herceptina, Mab R1.302, o mezcla de los
dos anticuerpos. Los resultados en la figura 5 demuestran que el R-LM39 no fue bloqueado por Herceptina o R1.302
administrados solos, sino solo por los dos anticuerpos en combinacioén (figura 5 A). Los resultados implican que R-
LM39 puede utilizar alternativamente nectinal o HER2 como receptores, documentando mas la falta de
inespecificidad de nectina1. Por el contrario R-LM113 y R-LM249 fueron bloqueados por Herceptina (figuras 5 B y
C). La combinacion de Herceptina mas MAb R1.302 ejercio la misma inhibicion que Herceptina sola; MAb R1.302 no
tuvo ningun efecto. La infeccion por R-LM113 o R-LM249 fue inhibida por Herceptina sola, mientras que MAb
R1.302 solo no tuvo ningun efecto. Se concluye que R-LM113 y R-LM249 pueden penetrar en las células soélo a
través del receptor HER2, segun los resultados mostrados en la figura 4.

Ejemplo 7 - Inhibicion de la formacion de placa de R-LM113 y R-LM249 por Herceptina.

Se cuestiono si R-LM113 y R-LM249 utilizaron HER2 utilizan no sélo para la infeccidn por el virus, sino también para
la propagacion célula a célula. Se infectaron células SKOV3 con diluciones en serie de los virus indicados y se
cubrieron con medio que contiene 1% agarosa Seaplaque, con o sin adicion de 10 yg/ml de Herceptina (MAb contra
HER2 Genentech). Se hizo el seguimiento a placas fluorescentes con un microscopio de fluorescencia Zeiss, y se
tomaron fotografias de 5 placas por muestra a las 48 h después de la infeccién. Se midieron las areas de las placas
con la herramienta Photoshop Histogram. Como se muestra en la figura 6, la exposicién a Herceptina de monocapas
de SKOV3 infectadas con R-LM113-y R-LM249 redujo el tamafo de la placa (en la figura 6, -Herceptin indica en
ausencia de Herceptin; +Herceptin indica en presencia de Herceptina. La Herceptina no redujo el tamafio de la placa
de R-LM5 y de los demas virus inespecificos (R-LM13 y R-LM39).

Ejemplo 8 -. Actividad citotoxica de los virus recombinantes.

Se cuestiond si R-LM113 y R-LM249 mantuvieron la actividad citotoxica del virus original VHS-1. Se sembraron
células SKOV3 en placas de 12 pocillos (4 x 10° células/pocillo) y se infectaron al dia siguiente con R-LM5, R-LM116
0 R-LM249 a una m.o.i. de 3 ufp/célula. Después de tres dias las células infectadas se trataron con tripsina, y se
determiné el numero de células viables y no viables mediante el ensayo de exclusion de Eritrosina B. En resumen,
las células se mezclaron 1:1 con Eritrosina B al 0,04% (Sigma) en PBS, se cargaron en un hemocitometro y se
contaron. Las células no viables absorben el colorante y aparecen de color rojo. El nimero de células no viables se
describi6 como una fraccién del nimero total de células (rojo mas incoloro). Las células desprendidas de la
monocapa y presentes en el sobrenadante de las muestras infectadas se recogieron y se contaron en la misma
manera. Los pocillos replicados de células no infectadas se incluyeron como referencia. Como se muestra la
figura 16, la infeccion virica casi evita que las células se dividan, ya que el niumero total de células es menor en
comparacion con las células no infectadas. Ademas la infeccion produce citotoxicidad celular, ya que el porcentaje
de células no viables es mayor en los cultivos infectados con respecto a cultivos replicados no infectados. El efecto
de la infeccién de los R-LMI13 y R-LM249 recombinantes es comparable al del virus R-LM5, que lleva gD natural, lo
que indica que la reorientacion y la inespecificidad del virus no afectd a las propiedades citotdxicas de los
recombinantes.

Listado de secuencias

<110> ALMA MATER STUDIORUM - UNIVERSITA DI BOLOGNA

16



ES 2 667 622 T3

<120> Virus del herpes simple (VHS) con tropismo modificado, utilizaciones y procedimiento de preparacion del
mismo

<130> BE1184R/RVP/rmp

<160> 43

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 369

<212> PRT

<213> Virus del herpes simple

<400> 1

Lys Tyr Ala Leu Ala Asp Ala Ser Leu Lys Met Ala Asp Pro Asn Arg
1

Phe Arg Gly Lys Asp Leu Pro Val Leu Asp Gln Leu Thr Asp Pro Pro
20 25 30

Gly val Arg Arg Val Tyr His Ile Gln Ala Gly Leu Pro Asp Pro Phe

Gln Prc Pro Ser Leu Pro Ile Thr Val Tyr Tyr Ala val Leu Glu Arg
50 55 60

Ala Cys Arg Ser Val Leu Leu Asn Ala Pro Ser Glu Ala Pro Gln Ile
65 70 75 80

val Arg Gly Ala Ser Glu Asp Val Arg Lys Gln Pro Tyr Asn Leu Thr

Ile Ala Trp Phe Arg Met Gly Gly Asn Cys Ala Ile Pro Ile Thr val
100 105 110

Met Glu Tyr Thr Glu Cys Ser Tyr Asn Lys Ser Leu Gly Ala Cys Pro
115 120 125

Ile Arg Thr Gln Pro Arg Trp Asn Tyr Tyr Asp Ser Phe Ser Ala val
130 135 140

Ser Glu Asp Asn Leu Gly Phe Leu Met His Ala Pro Ala Phe Glu Thr
145 150 155 160

Ala Gly Thr Tyr Leu Arg Leu Val Lys Ile Asn Asp Trp Thr Glu Ile
165 170 175

Thr Gln Phe Ile Leu Gilu His Arg Ala Lys Gly Ser Cys Lys Tyr Ala
180 185 190
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Leu Pro Leu Arg Ile Pro Pro
195

Gln Gln Gly Vval Thr val Asp
210 215

Pro Glu Asn Gln Arg Thr val
225 230

Trp His Gly Pro Lys Ala Pro
245

Leu Ser Glu Thr Pro Asn Ala
260

Pro Glu Asp Ser Ala Leu Leu
275

Gln Ile Pro Pro Asn Trp His
290 295

Pro Tyr His Pro Pro Ala Thr
305 310

Ala val Gly Gly Ser Leu Leu
325

Tyr Trp Met Arg Arg Arg Thr
340

Pro His Ile Arg Glu Asp Asp
355

Tyr

<210>2

<211>107

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> anticuerpo monocatenario
<400> 2

Ile Tyr Ser Ala Ser Phe Leu
50 55

Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp
65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
85

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100

<210>3

<211>120

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> anticuerpo monocatenario
<400> 3

Ser

200

Ser

Ala

Tyr

Thr

Glu

280

Ile

Pro

Ala

Gln

Gln
3580

Tyr

Fhe

Tyr

Lys

Ala

Ile

val

Thr

Gln

265

Asp

Pro

Asn

Ala

Lys

345

Pro

Ser

Thr

Ccys

val
105
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Cys

Gly

Tyr

Ser

250

Pro

Pro

Ser

Asn

Leu

330

Ala

Ser

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Leu

Met

sexr

235

Thr

Glu

val

Ile

Met

315

val

Pro

Ser

Val

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Leu

220

Leu

Leu

Leu

Gly

Gln

aoo

Gly

Ile

Lys

His

Pro

205

Pro

Lys

Leu

Ala

Gln

hrg

Ile

Pro

Pro

- 270

Thr

285

Asp

Leu

Ccys

Arg

Gln
3865

val

Ala

Ile

Gly

Ile

50

Pro

Pro Ser Arg

60

Ile Ser Ser

His Tyr Thr

18

Ala

Phe

Ala

Pro

255

Glu

Ala

Ala

Ala

Ile

335

Arg

Leu

Phe

Leu

Ile

Gly

240

Glu

Asp

Pro

Thr

Gly

320

val

Leu

Phe

Ser

Gln
80

Thr Pro

95
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Thr Tyr

val Ala

50

val Lys
65

Tyr Leu

Cys Ser

Gln Gly

<210> 4

<211> 20

val

Leu

Ile

35

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr
118

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Gln

Arg

His

Ile

Arg

Met

Trp
100

Leu

Leu

Leu

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

val

val

Ser

val

Pro

Thr

70

Ser

Gly

Thr

Glu

Arg

Thr

55

Ile

Leu

Asp

val

<223> anticuerpo monocatenario

<400> 4

Ser

Ala

Gln

40

Asn

Ser

Arg

Gly

Ser
120

Gly

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

Phe
105
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Gly

10

Ser

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

75

Asp

Ala

Leu

Phe

Lys

Arg

60

Ser

Thr

Met

val

Asn

Gly

45

Tyr

Lys

Ala

Asp

Gln

Ile

30

Leu

Ala

Asn

val

TYr
110

Pro

15

Lys

Glu

Asp

Thr

Tyr
95

Trp

Gly

Asp

Trp

Ser

Ala
80

Tyr

Gly

Lys Ser Asp Met Pro Met Ala Asp Pro Asn Arg Phe Arg Gly Lys Asn

1

Leu Val Phe His

<210>5
<211>11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

20

5

<223> anticuerpo monocatenario

<400> 5

10

Ser Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Ser

1
<210>6
<211>2

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

5

<223> anticuerpo monocatenario

<400> 6
Glu Asn

1
<210>7
<211>8

<212> PRT
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<220>

10

<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

<400>7
1

<210> 8
<211>12

His Ser Ser Gly Gly Gly Ser Gly
5
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<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

<400> 8

Ser Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Gly Ser Gly
5

1
<210>9

<211> 596
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

10

<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

<400>9

Lys Tyr
1

Ser Ser

Ala Ser

Gly Lys
50

Gly val
65

Leu Thr

Gin Gln

Glu Ile

Lys Asn
130

Gly Leu
145

Gly Phe

Gly Lys

Thr Arg

Thr Ser

210

Asp Thr
228

Ala

Leu

Gln

35

Ala

Pro

Ile

His

Leu

Ser

20

Asp

Pro

Ser

Ser

Tyr

100

Lys

115

Leu

val

Asn

Gly

Tyr

185

Lys

Ala

Ser

val

Gln

Ile

Leu

180

Ala

Asn

val

Ala

5

Ala

val

Lys

Arg

Ser

8%

Thr

Asp

Phe

Pro

Lys

165

Glu

Asp

Thr

Tyr

Glu

Ser

Asn

Leu

Phe

Leu

Thr

Met

His

Gly

150

Asp

Trp

ser

Ala

Tyr
230

Asn

val

Thr

Leu

55

Ser

Gln

Pro

Pro

Ser

135

Gly

Thr

Val

val

Tyr

215

Cys

Ser

Gly

Ala

Ile

Gly

bro

Pro

Met

120

Glu

Ser

Tyr

Ala

Lys

200

Leu

Ser

Asp

Asp

25

val

Tyr

Ser

Glu

Thr

105

Ala

Val

Leu

Ile

Arg

185

Gly

Gln

Arg

Ile

10

Arg

Ala

Ser

Arg

Asp

20

Phe

Rsp

Gln

Arg

His

170

Ile

Arg

MetL

Trp

Gln

val
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Ala

Ser

Phe

Gly

Pro
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Leu
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Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly
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Met

Thr

Ser

60

Gly

Ala

Gln

Asn

val

140

Ser

val

Pro

Thr

Ser

220

Gly

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys
30

Gln Gln Lys
45

Phe Leu Tyr

Thr Asp Phe

Thr Tyr Tyr
95

Gly Thr Lys
110

Arg Phe Arg
125

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala
175

Thr Asn Gly
190

Ile Ser Ala
205

Leu Arg Ala

Asp Gly Phe

20

Pro

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

val

Gly

Gly

Ser

160

Pro

Asp

Glu

Tyr
240
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Gly

Leu

Pro

305

Asn

Ile

Ala

Ser

Fhe

385

Thr

Lys

Gln

Arg

Ile

465

Pro

Pro

Met

Gly

Pro

Glu

220

Gln

Leu

Thr

Cys

Ala

370

Glu

Glu

Tyr

Ala

Phe

450

Ala

Pro

Glu

Asp

Gly

Phe

275

Arg

Ile

Thr

val

Pro

355

val

Thr

Ile

Ala

Ty®

435

Ile

Gly

Glu

Asp

Tyr

Ser

260

Gln

Ala

val

Ile

Met

340

Ile

ser

Ala

Thr

Leu

420

Gln

Pro

Trp

Leu

Pro
500

Tro

245

Gly

Pro

Cys

Arg

Ala

325

Glu

Arg

Glu

Gly

Gln

405

Pro

Gln

Glu

His

Ser

485

Glu

Gly

Ser

Pro

Arg

Gly

310

Trp

Thr

Asp

Thr

390

Phe

Len

Gly

Asn

Gly

470

Glu

Asp

Gln

Gly

Ser

Ser

295

Ala

Phe

Thr

Gln

Asn

375

TyT

Ile

Arg

val

Gln

455

Pro

Thr

Ser

Gly

Gly

Leu

280

val

Ser

Glu

Pro
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Leu

Leu

Leu

Ile

Thr

440

Arg

Lys

Pro

Ala

Thr

Ser

265

Pro

Leu

adlu

Met

Cys

345

Arg

Gly

Arg

Glu

Pro

425

Val

Thr

Ala

Asn

Leu
505
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Leu
250

His

Ile’

Leu

Gly
330

Ser

Trp

Phe

Leu

His

410

Pro

Asp

val

Pro

Ala
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Leu

Val

Ile

Thr

Asn

val

315

Gly

Tyr

Asn

Leu

val

395

Arg

Ser

Ser

Ala

Tyr

475

Thr

Glu

Thr

Gln

val

Ala

300

Arg

Asn

Asn

Tyr

Met

k3103

Lys

Ala

Ala

Ile

val
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Thr

Gln

Asp

val
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Pro

Lys

Lys
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Ser
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Ser
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Ser

350
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Asn
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Ser

Thr
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val
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Ser
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Ile

335

Leu

Ser
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Ser
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Leu

Leu

Leu
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Val Ala Pro Gln Ile Pro Pro Asn Trp His
515 520

Ala Ala Thr Pro Tyr His Pro Pro Ala Thr
530 535

Ile ala Gly Ala Val Gly Gly Ser Leu Leu
545 550

Gly Ile Val Tyr Trp Met Arg Arg Arg Thr
565 570

Ile Arg Leu Pro His Ile Arg Glu Asp Asp
580 585

Pro Leu Phe Tyr
595
<210>10
<211> 478
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario
<400> 10

Lys Tyr Ala Leu Ala Asp Ala Ser Leu Lys
1 5 ' 10

Phe Arg Gly Lys Asp Leu Pro val Leu Asp
20 25

Gly val Arg Arg val Tyr His Ile Gln Ala
35 40

Gln Pro Pro Ser Leu Pro Ile Thr val Tyr

Gly Gly Ser Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr
65 70

Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile
85 90

Asp val Asn Thr Ala val Ala Trp Tyr Gln
100 105

Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Phe
115 120

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Thr
130 135

Ile

Pro

Hla

555

Gln

Gln

Met

Gln

Gly

Tyr

Gln

75

Thr

Gln

Leu

Asp

Pro
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540
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Lys
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Leu
Leu
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cys

Lys

Tyr

Phe
140

Ser
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Asn

Leu
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Ser

Asp

Thr

Pro

45
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Pro

Arg

Pro

Ser

125

Thr

22

Ile

Met
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Pro

Ser
590

Pro

Asp

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

110

Gly

Leu

Gln Asp

Gly Leu

Ile Cys

560

Lys Arg
575

His Gln

Asn Arg

Pro Pro

Pro pPhe

Ser Gly

Ser Leu

80

Ser Gln

95

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
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Ser Ser Leu Gln Pre Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Glmn His
145 150 155 160

Tyr Thr Thr Pro Pro Thr phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
165 170 17s

Ser Asp Met Pro Mer Ala Asp Pro Asn Arg Fhe Arg Gly Lys Asn Leu
180 1as5 190

Val Phe His Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Giy Gly Leu Val
195 200 205

Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn
210 215 220

Ile Lys Asp Thr Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Qly
225 230 235 240

Leu Glu Trp val Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr
245 250 255

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys
260 265 270

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
275 280 285

Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp
230 295 300

Tyr Trp Gly Glmn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser Ser Gly Gly Gly
305 310 315 320

Ser CGly Ser Gly Gly Ser Giy Met Leu Pro Arg Fhe Ile Pro Glu Asn
3128 330 335

Gln Arg Thr val ala val Tyr Ser Leu Lys Ile Ala Gly Trp His Gly
340 248 350

Pro Lys Ala Pro Tyr Thr Ser Tar Leu Leu Pro Pro Glu Leu Ser Glu
355 360 365

Thr Pro Asn Ala Thr Gln Pro Glu Leu Ala Pro Glu Asp Pro Glu Asp
370 375 380

Ser Ala Leu Leu Glu Asp Pro Val Gly Thr Val Ala Pro Gln Ile Pro
385 390 395 400

Pro Asn Trp His Ile Pro Ser Ile Gln Asp Ala Ala Thr Pro Tyr His
4035 410 415

Pro Pro Ala Thr Pro Asn Asn Met Gly Leu Ile Ala Gly Ala val Gly
420 425 430

Gly Ser Leu Leu RAla Ala Leu Val Ile Cys Gly Ile val Tyr Trp Met
43§ 440 445 )

Arg Arg Arg Thr Gln Lys Ala Pro Lys Arg Ile Arg Leu Pro His Ile
450 455 460

Arg Glu Asp Asp CGln Pro Ser Ser Hig Gln Pro Leu FPhe Tyr
465 470 4758

<210> 11

<211> 82

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 11

tgttcggtea taagettecag ¢gogaacgac caactaccec gatcatcagt tatccttaag 60

ccagtgaatt cgagcteggt ac B2

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 667 622 T3

<210> 12

<211> 82

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 12

acttatcgac tgtccacctt tococCctte cagactcget ttatatggag ttaaggtcecce

gaccatgatt acgccaagct cc

<210> 13

<211> 35

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 13

caacccggga tccaccggtc gccaccatgg tgage 35

<210> 14

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 14

ccccttggga teectgeccca cceccaccecce cagaatag 38

<210> 15

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 15

ttgccagtcg acattccgga tgagcattca tcaggcgggce a 41
<210> 16

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 16

gcaaaaactc gagtgtagac ttccgttgaa ctgatggac 39

<210> 17

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 17

ggaagtcaat tggaagagttt ttgcgcetgga tgtggetgec ¢ 41
<210> 18
<211> 41

<212> ADN
<213> Artificial

24

80

82
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<220>
<223> Cebador sintético
<400> 18

cacactgaat tcgcaatttg tcacaacacc ttctctagaa c 41

<210> 19

<211> 47

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 19

tcctccgggg agecggegeg tgtaccacat ccaggcaggce ctaccgg 47

<210> 20

<211> 54

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 20

agggggtgac ggtgggctcg atcgggatgce tgcccaacat catccccgag aacc

<210> 21

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Anticuerpo monocatenario
<400> 21

tcgagtggceg gtggctetgg ttccggtgga tee 33

<210> 22

<211> 38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 22

caaatatgcc ttggcggaga attctctcaa gatggecg 38

<210> 23

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 23

cgggggtccg gecgeggatce cacatccagg cggg 34

<210> 24

<211> 37

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 24

gcaaaggaat tccgatatcc agatgaccca gtccecg 37

25

54
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<210> 25

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 25

ES 2 667 622 T3

cggaggatcc accggaacca gagccaccgc cactcgagg

<210> 26

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Anticuerpo monocatenario
<400> 26

catagtagtg gcggtggctc tgga 24

<210> 27

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Anticuerpo monocatenario
<400> 27

tcgagtggcg gtggctctgg ttccggtgga tceggt

<210> 28

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 28

acggtttact acgcccatat ggagcgegcec tgce

<210> 29

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 29

gacggtggac agcatccata tgctgccccg cttc

<210> 30
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Oligo
<400> 30

tagtagtggc ggtggctctg gatccgg 27

<210> 31
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Oligo

36

34

34

39

26
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25
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<400> 31
taccggatcc agagccaccg ccactac 27

<210> 32

<211> 36

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 32

ggcttatgga tccgatatcc agatgaccca gtccec

<210> 33

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético
<400> 33

cggaggatcc accggaacca gagccaccgc cactcgagg

<210> 34

<211> 394

<212> PRT

<213> virus del herpes simple

<400> 34

Met Gly Gly Ala Ala Ala Arg Leu Gly
1 5

Ile val Gly Leu His Gly Val Arg Gly
29 25

Ser Leu Lys Met Ala Asp Pro Asn Arg
35 40

Val Leu Asp Gln Leu Thr Asp Pro Pro
50 55

Ile Gln Ala Gly Leu Pro Asp Pro Phe
&5 70

Thr val Tyr Tyr Ala val Leu Glu Arg
85

Asn Ala Pro Ser Glu Ala Proc Glm Ile
100 105

val Arg Lys Gln Pro Tyr Asn Leu Thr
115 120

Gly Asn Cys Ala Ile Pro Ile Thr val
130 135

ES 2 667 622 T3

Ala

Lys

Phe

Gly

Gln

Ala

90

vVal

Ile

Met

36

val

Arg

val

Pro
75

cys

Arg

Ala

Glu

39

Ile

Ala

Gly

Arg

60

Fro

Arg

Gly

Trp

Tyr
140

Leu

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Ala

Phe

128

Thr

27

phe

Ala

30

Agp

val

Leu

val

Ser

110

Arg

Glu

Val
15

Asp

TyY
Pro
Leu
95

Glu

Met

Cys

val

Ala

Pro

His

Ile

80

Leu

Asp

Gly

Ser



Tyr Asn
145

Leu Met

Val Lys

Arg Ala
2190

Ser Ala
225

Ser Ile

Ala Val

Tyr Thr

Thr Gln
250

Glu Asp
3035

Ile Pro

Pro Asn

Ala Ala

Gln Lys
370

Gln Pro
385
<210> 35

Lys

Tyr

His

Ile

155

Lys

Cys

Gly

Tyr

Ser

275

Pro

Pro

Ser

Asn

Leu

355

Ala

Ser

<211> 1185
<212> ADN
<213> virus del herpes simple

<400> 35

Ser

Asp

Ala

180

Asn

Gly

Leu

Met

Ser

260

Thr

Glu

val

Ile

Met

340

val

Pro

Ser

Leu

Ser

165

Pro

Asp

Ser

Ser

Leu

245

Leu

Leu

Leu

Gly

Gln

325

Gly

Tle

Lys

His

Gly

150

Phe

Ala

Trp

Cys

Pro

230

Pro

Lys

Leu

Ala

Thr

310

Asp

Leu

Ccys

Arg

Gln
350

Ala

Ser

Phe

Thr

Lys

2158

Gln

Arg

Ile

Pro

Pro

295

val

Ala

Ile

Gly

Ile

375

Pro

Cys
Ala
Glu
Glu
200
ala
Phe
Ala
Pro
280
Glu
Ala
Ala
Ala
Ile
360

Arg

Leu

Pro

val

Thr

185

Ile

Ala

Ile

Gly

265

Glu

Asp

Pro

Thr

Gly

345

val

Leu

Phe

ES 2 667 622 T3

Ile

Ser

170

Ala

Thr

Leu

Gln

Pro

250

Trp

Leu

Pro

Gln

Pro

330

Ala

Pro

Tyr

Arg

155

Glu

Gly

Gln

Pro

Gln

235

Glu

His

Ser

Glu

Ile
315

Tyr

val

Trp

His

Thr

Asp

Thr

Phe

Leu

220

Gly

Asn

Gly

Glu

Asp

300

Pro

Gly

Met

Ile
3840

Gln

Asn

TYT

Ile

205

Arg

val

Gln

Pro

Thr

28BS

Ser

Pro

Pro

Gly

Arg

365

Arg

28

Pro

Leu

Leu

190

Leu

Ile

Thr

Arg

Lys

270

Pro

Ala

Asn

Pro

Ser

350

Arg

Glu

Arg Trp
160

Gly Phe
175

Arg Leu

Glu His

Prc Pro

vVal Asp

240

Thr val
255

Ala Pro

Asn Ala

Leu Leu

Trp His

320

Ala Thr

335

Leu Leu

Arg Thr

Asp AsSp



10

atgggggggy
catggggtcc
egctttegeg
cgcgtgtace
acggtttact
gaggceceec
accatcgctt
accgaatget
aactactatg
cccgegtttg
attacacagt
cgcatceecce
agcatcggga
ttgaagateg
gagctgtoag
tcggeectet
ataccgtcga
ggcctgateg
gtgtactgga
cgggaagacyg
<210> 36

<211> 1512
<212> ADN

ctgecgecag
gcgygcaaata
gcaaagacct
acatccaggc
acgecegtgte
agattgtceg
ggtttcggat
cctacaacaa
acagcttecag
agaccgecgg
ttatcctgga
cgteagectyg
tgctgccceg
ceggygtagea
agaccceccad
tggaggacece
tccaggacge
ccggegeggt
tgcgeccgecg

accagccgtce

<213> Artificial

<220>

gttgggggce
tgecettggeyg
tccggtoeoty
gggcctacca
ggagcgcgec
cggggcctece
gggaggcaac
gtctetgggg
cgccgteage
cacgtacctg
gcaccgagec
cctgtececee
cttcatccee
cgggeccaag
cgeccacgeay
cgtgygggacy
cgcgacgect
gggcggcagt
cactcaaaaa

ctcgecaccag

ES 2 667 622 T3

grgattttgt
gatgcctcete
gaccagctga
gaccecgttee
tgcocgcageg
gaagacgtcce
tgtgctatce
gectgtecea
gaggataacc
cggctogtga
aagggctecet
caggcctace
gagaaccagc
gecccataca
ccagaactceyg
gtggegecege
taccatccee
cteetggeag
gccccaaagce

coccttgtttt

<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

<400> 36
atgggggggsg
catggggtec
cgctttcgeg
cgcgtgtace
acggtttact
tceecgaget
caggatgtga

ctgatrttact

ctgecgecag
geggeaaata
gcaaagacct
acatccagge
acgcccatag
ceetgteege
atéctgctgt

cggcatcett

gttgggggec gtgattttgt

tgeeteggey gatgectete

tceggtectg gaccageotga

gggcctacca gaccegttce

tagtggcggt ggctctggat

ctetgtggge gatagggtca

agcctggtat caacagaaac

cctctactet ggagtecctt

ttgtegteat
tcaagatggc
ccgaccetee
agccceccag
tgctcctaaa
ggaaacaace
ccatcacggt
teccgaacgca
tggggtteet

agataaacga

gtaagtacge

agcagggggt
gcaccgtcge
cgageaceet
ccceggaaga
aaatcccacc
cggccaccee
ccctggtcat
gcatacgcect

actag

ttgtegteat
tcaagatggc
cegaccctee
agccecececag
ccgatatcca
ccatéacctg
¢aggaaaagc

ctcgecttecte

29

agtgggccetce
¢gaccccaat
gggggtecygyg
ccteecgate
cgcaccgteg
ctacaacctg
catggagtac
gecceegotgg
gatgcacgce
ctggacggag
ccteecgetg
gacggtggac
cgtatacagc
gctgeoccoeg
ccccgaggat
aaactggcac
gaacaacatyg
ttgcggaatt

ccececacate

agtgggecte
cgaccccaat
gggggtccoyg
ccteecegatc
gatgacccag
ccgtgecagt
tccgaagett

tggtagcegt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

240

300

60

1020

1080

1140

1185

60

120

180

240

300

360

420

4180
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tccgggacgg
tactgtcagc
aaatcggata
‘tctgaggttc
ttgtcctgtg
gceccgggta
tatgcecgata
tacctacaaa
ggaggggacyg
tcgagtggeg
aaccagcgea
ccatacacga
gaactcgceec
gcgccgcaaa
catccceceogg
ctggcagccec
ccaaagcgca

ttgtrttact
<210> 37
<211> 1866
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

atttcactct
aacattaﬁac
tgcegatgge
agetggtygga
cagcttctygg
agggcctgga
gcgtcaaggg
tgaacagctt
gcttctatge
gtggctctgg
ccgtogecgt
gcaccctget
cggaagacce
tcccaccaaa
ccaccccgaa
tggtcatttg
tacgcctecce

ag

gaccatcage
tactecctecce
tgateccgaac
gtctyggeggt
cttecaacatt
atgggttgca
ccgttteoact
aagagctgag
tatggactac
ttcecggtgga
atacagcttg
gceeccggag
cgaggatteg
ctggcacata
caacatgggc
cggaattgtg

ccacatcegg

ES 2 667 622 T3

agtctgcage
acgttcggac
cgttteegeg
ggectggtge
aaagacacct
aggatttate

ataagcgcag

gacactgeceg:

tggggtcaag
tceoggtatge
aagatcgccg
ctgtreccgaga
gceoetcttgg
cegtegatece
ctgatcgccg
tactggatgce

gaagacgacc

<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

<400> 37

atggggggayg
catgdgggtcee
ccgagctecce
gatgtgaata
atttactcgyg
gggacggatt
tgtcagcaac
tcggatatge
gaggttcage
tcctgtgcag

ccgggtaagy

ctgccgecag
geggcaaata
tgtecegectc
ctgctgtage
catcettoet
tcactctgac
attataqtac
cgatggctga
tggtggagtce
cttctggett

gcctggaatg

gttgggggcece
tgcettyggeyg
tgtgggegat
ctggtatcaa
ctactctgga
catcagcagt
tcctcecacg
tccgaacegt
tggcggtgge
caacattaaa

ggttgcaagy

cggaagactt
agggtaccaa
gtaagaacect
agccaggggyg
atatacactyg
ctacgaatgy
acacatccaa
tctattattg
gaacactagt
tgccecgett
ggtggcacgg
cceccaacge
aggacccegt
aggacgeege
gcgeggtggy
gccgecgeac

agccgtcctc

cgeaacttat
ggtggagatc
ggtttrtcat
cteacteegt
ggtgcgtcag
ttatactaga
aaacacagcc
tagcegetygg
caccgtctce
catcccegag
gcccaaggcc
cacgcagcca
ggggacggtyg
gacgccttac
cggcagtctc
tcaaaaagce

gcaccagccc

gtgattttgt
gagaatteceg
agggtcacca
cagaaaccag
gtceccttete
ctgcagccgg
ttcggacagg
ttcegeggata
ctggtgcagce
gacacctata

atttatccta

ttgtegteat
atatccagat
tcacctgecg
gaaaagctcce
gettetetgg
aagacttcgc
gtaccaaggt
agaacctggt
cagggggcte
tacactgggt

cgaatggtta

30

agtgggecte
gacccagtee
tgccagtcayg
gaagcttctg
tagcecgttee
aacttattac
ggagatcaaa
ttttecattet
actccgtttyg
gecgteaggee

tactagatat

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1512

a0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660
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gcegatageg
ctacaaatga
ggggacgget
agtggéggtg'
cagcecceca
gtgctcctaa
cggaaacaac
ccoatcacqgyg
atcegaacge
ctggggttce
aagataaacg
tgtaagtacg
cagcagyggy
egeaccgteg
acgagcacec
gccccégaag
caaakcccac
cogygccacce
gcoctggtea
cgeatacgec

tactag

<210> 38
<211> 625
<212> PRT

tcaagggccg
acagcttaag
tctatgotat
getetggtte
gootocogat
acgcaccgtc
cctacaacct
tcatggagta
agcecegetg
tgatgcacge
actggacgga
cecteecget
tgacggtgga
cegtatacag
tgetgecceg
accccgagga
caaactggca
cgaacaacat
tttgecggaat

tcceccacat

<213> Artificial

<220>

tttcactata
agetgaggac
ggactactgg
cggtggatce
cacggtttac
ggaggccece
gaccateget
caccgaatge
gaactactat
ccecgegttt
gattacacag
gcgcatcceee
cagcatcagyg
cttgaagatc
ggagctgtcce
cteggeccte
cataccgteg
gggcctgatce
tgtgtactgyg

ccgggaagac

ES 2 667 622 T3

agcgcagaca
actgccgtct
ggtcaaggaa
cacateccagg
tacgccgtgt
cagattgtcc
tggtttcgga
tcctacaaca
gacagcttca
gagaccgccyg
ttrtatcctgg
ccgtcageet
atgctgccece
gccgggtgge
gagaccccca
ttggaggacc
atccaggacyg
gccggegegyg
atgecgeegec

gaccagccgt

<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

<400> 38

Lys Tyr Ala Leu Ala Asp

1

Phe Arg Gly Lys Gly Ile

Pro Ser Ser Leu Ser Ala

35

Arg Ala Ser Gln Asp Val

S0

$

20

Ala Ser

val

Pro

val
40

Ser

Asn
55

Thr

Leu Lys Met
10

Ser Asp Ile
25

Gly Asp Arg

Ala Vval Ala

catccaaaaa
attattgtag
cactagteac
cgggcctace
tggagcgcge
gcggggecece
tgggaggcaa
agtctoetggg
dcgocgteag
gcacgtacct
agcaccgagc
gectgtecee
gctteatcee
acgggcccaa
acgccacgca
ccgtggggac
ccgcgacgec
tgggcyggcag
gcactcaaaa

cctegeacca

Ala Asp

Gln Met
30

val Thr
4s

Trp Tyr
&0

31

cacagcctac

ccgetgggga

cgtetecteg

agacccgttc
ctgccgeage
cgaagacgtc
ctgtgctatce
ggcctgtece
cgaggataac
gcggectogtyg
caagggctce
ceaggectac
cgagaaccag
ggccccatéc
gccagaactc
ggtggegeeg
ttaccatcecc
tctectggea
agccccaaag

gccottgttt

Pro Asn Arg

15

Thr Gln Ser

Ile Thr Cys

Gln Gln Lys

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1866



Pro
65

Serx

Thr

val

Gly

145

Gly

Ser

Pro

Tyr

Asp

225

Glu

Tyr

Ser

Gly

Gln

305

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

130

Lys

Gly

Gly

Gly

Thr

210

Thr

Asp

Ala

Gly

Ser

290

Pro

cys

Lys

val

Thr

Gln

115

Ile

Asn

Leu

Phe

Lys

198

Arg

Ser

Thr

Met

Gly

275

Arg

Pro

Arg

Ala

Pro

Ile

100

His

Lys

Leu

Val

Asn

180

Gly

Tyr

Lys

Ala

Asp

260

Gly

Arg

Ser

Ser

Pro

Ser

85

Ser

Ser

val

Gln

165

Ile

Leu

Ala

Asn

val
245

TYr

Ser

val

Leu

val
325

Lys

70

Arg

Ser

Thr

Asp

Phe

150

Pro

Lys

Glu

Asp

Thr
230

Trp

Gly

Tyr

Pro

310

Leu

Leu

Phe

Leu

Thr

Met

135

His

Gly

Asp

Trp

Ser

215

Bla

Tyr

Gly

Ser

His

295

Ile

Leu

Leu

Ser

Gln

Pro

120

Pro

Ser

Gly

Thr

val

200

val

Tyr

Cys

Gln

Gly

280

Ile

Thr

Asn

Ile

Gly

Pro

105

Pro

Met

Glu

Ser

Tyr

185

Ala

Lys

Leu

Ser

Gly

265

Leu

Gln

val

Ala

ES 2 667 622 T3

Ser

20

Glu

Thr

Ala

val

Leu

170

Ile

Arg

Gly

Gln

Arg

250

Thx

Asp

Ala

Tyr

Pro
330

Ser

75

Arg

Asp

Phe

Asp

Gln

155

Arg

His

Ile

Arg

Met
235

Trp

Leu

Gln

Gly

315

Serx

Ala

Ser

Phe

Gly

Pro

140

Leu

Leu

Trp

Phe

220

Asn

Gly

val

Leu

Leu

300

Ala

Glu

Ser Phe

Gly Thr

Ala Thr
110

Gln Gly
125

Asn Arg

val Glu

Ser Cys

Val Arg

190

Pro Thr

205

Thr Ile

Ser Leu

Gly Asp

Thr Val

270

Thr Asp

285

Pro Asp

Val Leu

Ala Pro

32

Leu
Asp
95

Tyt
Thr
Phe
Ser
Ala
175
Gln
Asn
Ser
Arg
Gly
255
Ser
Pro
Pro

Glu

Gln
335

Fhe

Tyr

Lys

Arg

Gly

180

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

240

Phe

Ser

Pro

Phe

Axg

320

Ile



val Arg Gly

Ile Ala Trp
k111

Met Glu Tyr
370

Ile Arg Thr
385

Ser Glu Asp
Ala Gly Thr

Thr Gln Phe
435

Leu Pro Leu
450

Gln Gln Gly
465

Pro Glu Asn
Trp His Gly

Leu Ser Glu
515

Pro Glu Asp
530

Gln Ile Pro
545

Pro Tyr His

Ala val Gly

Tyr Trp Met
595

Ala

340

Phe

Thr

Gln

Asn

Tyr

420

Tie

Arg

Val

Gln

Pro

500

Thr

Ser

Pro

Pro

Gly

580

Arg

éro His Ile Axg

610

Tyr
625

<210> 39
<211> 1953
<212> ADN
<213> Artificial

Ser

Arg

Glu

Fro

Leu

405

Leu

Leu

Ile

Thr

Arg

485

Lys

Pro

Ala

Asn

Pro

565

Ser

Arg

Glu

Glu

Met

Cys

Arg

390

Gly

Arg

Glu

Pro

val

470

Thr

Ala

Asn

Leu

Trp

550

Ala

Leu

Arg

Asp

Asp

Gly

Ser
37%

Trp

Phe

Leu

His

Pro

485

Asp

val

Pro

Ala

Leu
535

‘His

Thr

.Leu

Thr

Asp
615

val

Gly

360

Tyx

Asn

Leu

val

Arg

440

Ser

Ser

Ala

Thr

520

Glu

Ile

Pro

Ala

Gln
600

Gln

Arg
345
Asn
Asn
TYr
Met
Lys
425
Ala
Ala
Ile
val
Thr
505
Gln
Asp
Pro
Asn
Ala
585
Lys

Pro

ES 2 667 622 T3

Lys

cys

Lys

Tyr

His

410

Ile

Lys

Cys

Gly

Tyr

450

Ser

Pro

Pro

Ser

Asn

570

Leu

Ala

Ser

Gln

Ala

Ser

Asp

395

ala

Asn

Gly

Leu

Met

475

Ser

Thr

Glu

val

Ile

555

Met

val

Pro

Pro

Ile

Leu

3B0

Ser

Pro

Asp

Ser

Ser

460

Leu

Leu

Leu

Leu

Gly

540

Gln

Gly

Ile

Lys

Pro

365

Gly

Phe

Ala

Trp

Cys

145

Pro

Pro

Lys

Leu

Ala

525

Thr

Asp

Leu

Cys

Arg
605

Ser His Gln

620

33

Asn

350

Ile

Ala

Ser

Phe

Thr

430

Lys

Gln

Arg

Ile

Pro

510

Pro

val

Ala

Ile

Gly

590

Ile

Pro

Leu

Thr

Cys

Ala

Glu

415

Glu

Tyr

Ala

Phe

Ala

435

Pro

Glu

Ala

Ala

Ala

575

Ile

Arg

Leu

Thr

val

Pro

val

400

Thr

Ile

Ala

Tyr

Ile

480

Gly

Glu

Asp

Pro

Thr

560

Gly

Val

Leu

Phe
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<220>

ES 2 667 622 T3

<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

<400> 39

atgggggggg
catggggtcce
cgetttogeg
ccgtecegect
actgctgtag
gcatcecttee
ttcactctga
cattatacta
ccgatggctg
ctggtggagt
gcttctggct
ggcctggaat
gtcaagggee
aacagcttaa
ttctétgcté
ggctctggtt
atccaggcag
geegtgttgg
attgtcecgcyg
tttcggatgg
tacaacaagt
agcttcagcg
accgccggca
atcctggage

tcagecetgee
ctgececget

gggtggcacg
acccccaacyg
gaggaccceg
caggacgeeg
ggcgcggtgg
cgcegeegea

cagccgtecot

<210> 40
<211> 625
<212> PRT

ctgeogecag
gecggcaaata
gcaaaggaat
ctgtgggcga
cctggtatca
toctactetgg
ccatcagca§
ctecctececac
atccgaaccg
ctggeggtgg
tcaacattaa
gggttgcaag
gtttcactat
gagctgagga
tggactactyg
ccggtctgga
gcectaccgga
agcgecgectg
gggcctecga
gaggcaactg
ctetggggyc
ccgtcagcga
cgtacctgcg
accgagccaa

tgteccoeca
tcatcccega

ggcccaaggce
ccacgcagcec
tggggacggt
egacgectta
gocggcagtet
ctcaaaaagc

cgcaccagcc

<213> Artificial

<220>

gttgggggcece
tgeecttggeg
tccggtetee
tagggtcace
acagaaacca
agtceccttet
tctgcageceg
gttcggacag
tttcegeggt
cctggtgcag
agacacctat
gatttatect
aagcgcagac
cactgeccgte
gggtcaagga
ccagctgacyg
ccegttecay
ccgcagegtg
agacgtcegg
tgctatccee
ctgtceccate
ggataacctg
getocgtgaag
gggctectgt

ggcctaccag
gaaccagcogc

cccatacacg
agaactcgec
ggcgccgcaa
ccatcececeg
cetggcagcec
cccéaagcgc

cttgttttac

gtgattttgt
gatgcectcte
gatatccaga
atcacctgee
ggaaaagctc
cgcttctetg
gaagacttcg
ggtaccaagg
aagaacctgg
ccaggggget
atacactggy
acgaatggtt
acatccaaaa
tattattgta
acactagtca
gatcctecygg
ccececagee
ctcctaaacyg
aaacaaccct
atcacggtca
cgaacgcage
gggttcctga
ataaacgact
aagtacgece

cagggggtga
accgtegecg

agcaccctgce
ccggaagace
atcccaccaa
gecaceecega
ctggtcattt
atacgecctcc

tag

<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

ttgtcgteat
tcaagatgge
tgacccagte
gtgccagtea
cgaagcttet
gtagccgtte
caacttatta
tggagatcaa
tttttcatte
cactcegttt
tgcgtecagge
atactagata
acacagecta
gcogetgggyg
ccygtctecte
ggagccggcy
tceccgatcac
caccgtegga
acaacctgac
tggagtacac
cccgetggaa
tgcacgccce
ggacggagat
tececcgetgeg

cggtggacag
tatacagett

tgcccecegga
ccgaggatte
actggcacat
acaacatggg
gcggaattgt

cccacateeg

34

agtgggecte
cgaccccaat
ccegagetoec
ggatgtgaat
gatttactcg
cgggacggat
ctgtcagcaa
atcggatatg
tgaggttcag
gtcctgtgea
cccgggtaag
tgeccgatagce
cctacaaatg
aggggacggc
gagtggcggt
cgtgtaccac
ggtttactac
ggcccecccag
catcgcttgg
cgaatgctee
ctactatgac
cgcgtttgag
tacacagttt
catecccecceg

catcgggatyg
gaagatcgee

gctgtcegag
ggeectettyg
accgtcgagc
cctgategee
gtactggatg

ggaagacgac

60
120

180

300
360
420
480
540
600
669
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500

1560

1620

1680

1740

i8¢0

1860

1920

1953



<400> 40

Lys Tyr Ala
1

Phe Arg Gly
Pro Ser Ser

Arg Ala Ser
50

Pro Gly Lys
65

Ser Gly val
Thr Leu Thr

Cys Gln Gln
115

val Glu Ile
130

Gly Lys Asn
145

Leu

Lys

20

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

100

His

Lys

Leu

Ala

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

85

Ser

Tyr

Ser

val

Asp

Ile

Ala

val

Lys

70

Arg

Ser

Thr

Asp

Phe
150

Ala

Pro

Ser

Asn
55

Lew

Phe

Thr

Met
135

His

Ser
val
val
40

Thr
Leu
Ser
Gln
Pro
120

Pro

Ser

Leu

Ser

25

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

105

Pro

Met

Glu

ES 2 667 622 T3

Lys

10

Ahsp

Asp

val

Tyr

5er

20

Glu

Thr

Ala

val

Met

Ile

Arg

Ala

Ser

75

Arg

Asp

Phe

Asp

Gln
158

Ala

Gln

val

Trp

€0

Ala

Ser

Phe

Gly

Pro

140

Leu

Asp

Met

Thr
45

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

125

Asn

val

35

Pro

Thr

30

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

110

Gly

Arg

Gliun

Asn

i5

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

95

Tyr

Thr

Phe

Ser

Arg

Ser

cys

Lys

Tyr

80

Fhe

Tyr

Lys

Arg

Gly
160



Gly

Ser

Pro

Asp
225

Glu

Tyr

Ser

Gly

Gln

305

Ala

val

ile

Met

Ile

385

Ser

Ala

Gly

Gly

Gly

Thr

210

Thr

Asp

Ala

Gly

Ser

290

Pro

Cys

Ala

Glu

370

Arg

Glu

Gly

Leu

Phe

Lys

195

Arg

Sex

Thr

Met

Gly

275

Arg

Pro

Arg

Gly

Trp

358

Thr

Asp

Thr

val

Asn

180

Gly

Tyr

Lys

Ala

Asp

260

Gly

Arg

Ser

Ser

Ala

340

Phe

Thr

Gln

Asn

Tyr
420

Gln

165

Ile

Leu

Ala

Asn

val

245

Tyr

sSer

val

Leu

Val

3285

Ser

Arg

Glu

Pro

Leu

405

Leu

Pro

Lys

Glu

Asp

Thr
230

TYr

Trp

Gly

Tyr

Pro

310

Leu

Glu

Met

Cys

Arg

380

Gly

Arg

Gly

Asp

Trp

Ser

215

Ala

Gly

ser

His

295

Ile

Leu

Asp

Gly

Ser
375

Trp

Phe

Leu

Gly

Thr

‘val

200

Val

Cys

Gln

Gly

280

Ile

Thr

Asn

val

Gly

360

Tyx

Asn

Leu

Val

Ser

Tyr

185

Ala

Lys

Leu

Ser

Gly

265

Leu

Gln

val

Ala

Arg

345

Asn

Asn

Met

Lys
425

ES 2 667 622 T3

Leu

170

Ile

Arg

Gly

Gln

Arg

250

Thr

Asp

Ala

Tyr

Pro

330

Lys

Cys

Lys

TYY™

His

410

Ile

Arg

His

Ile

Arg

Met
235

Trp

Leu

Gln

Gly

315

Ser

Gln

Ala

Ser

Bsp

385

Ala

Asn

Leu

Trp

Phe

229

Asn

Gly

val

Leu

Leu

300

Ala

Glu

Pro

Ile

Leu

igo

Ser

Pro

Asp

Ser

val

Pfo

205

Thr

Ser

Gly

Thr

Thr

28BS

Pro

val

Ala

Tyr

Pro

365

Gly

Phe

Ala

Trp

36

Cys

Arg

150

Thr

Ile

Leu

Asp

val

270

Asp

Asp

Leu

Pro

Asn

350

Ile

Ala

Ser

Phe

Thr
430

Ala

175

Gln

Agn

Ser

Arg

Gly

255

Ser

Pro

Pro

Glu

Gln

335

Leu

Thr

Cys

Ala

Glu

415

Glu

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

240

Phe

Ser

Pro

Phe

Arg

320

Ile

Thr

val

Pro

val

400

Thr

Ile
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Thr Gln Phe Ile Leu Glu His Arg Ala Lys Gly
435 440

Leu Pro Leu Arg Ile Pro Pro Ser Ala Cys Leu
450 455

Gln Gln Gly Val Thr val Gly Sér Ile Gly Met

465 470 475

Pro Glu Asn Gln Arg Thr val Ala val Tyr Ser
485 490

Trp His Gly Pro Lys Ala Pro Tyr Thr Ser -Thr
500 505

Leu Ser Glu Thr Pro Asn Ala Thr Gln Pro Glu
515 520

Pro Glu Asp Ser Ala Leu Leu Glu Asp Pro Vval
530 53%

Gln Ile Pro Pro Asn Trp His Ile Pro Ser Ile
545 550 555

Pro Tyr His Pro Pro Ala Thr Pro Asn Asn Met
565 570

Ala Val Gly Gly Ser Leu Leu Ala Ala Leu Val
580 585

Tyr Trp Met Arg Arg Arg Thr Gln Lys Ala Pro
595 600

Pro His Ile Axg Glu Asp Asp Gln Pro Ser Ser
§10 615

Tyr
625
<210> 41
<211> 1953
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario
<400> 41

atgggggggg ctgccgcocag gttgggggec gtgattttgt
catggggtce gcggeaaata tgecttggeg gatgeetete
cgettteogeg gcaaaggaat tccggtctcc gatatccaga

ctgtccgect ctgtgggcga tagggtcacce atcacctgeco

Ser Cys Lys Tyr Ala

445

Ser Pro Gln Ala Tyr

460

Leu Pro Asn Ile Ile

480

Leu Lys Ile Ala Gly

485

Leu Leu Pro Pro Glu
510

Leu Ala Pro Glu Asp

525

Gly Thr val Ala Pro

540

Gln Asp Ala Ala Thr

560

Gly Leu Ile Ala Gly

575

Ile Cys Gly Ile val
590

Lys Arg Ile Arg Leu

605

His Gln Pro Leu Phe

620

ttgtcgtcat
tcaagatggce

tgacccagtc

gtgccagtca-

37

agtgggectc
cgaccccaat
cccgageotce

ggatgtgaat

6C

120

180



actgctgtag
gcateccttec
ttcactctga
cattatacta
ccgatggetyg
ctggtggagt
gottotygget
ggcctggaat
gtcaagggcc
aacagcttaa
ttctétgcta
ggctctggtt
atccaggcag
gccgtgttgg
attgtececgeg
tctecggatgg
tacaacaagt
agcttcageg
accgececggea
atcctggagc
tcagectgee
ctgcccaaca
gggtggcacg
acccccaacqg
gaggaccccyg
caggacgceeqg
ggcgeggtygy
cgccgecgea

cagccgtect

<210> 42
<211> 625
<212> PRT

cctggtatca
tctactctgg
ccatcagcag
ctecoteccac
atccgaaceg
ctggcggtgg
tcaacattaa
gggttgcaag
gtttcactat
gagctgagga
tggactactg
ccggtetgga
geetaccgga
agcgegeckg
gggectcoga
gaggcaactg
ctctggggge
cegtecagega
cgtacctgeg
accgagccaa
tgtcecceceoca
tcatcccecga
ggcccaaggc
ccacgcagcc
tggggacggt
cgacgectta
gcggcagtct
ctcaaaaagc

cgcaccagee

<213> Artificial

<220>

acagaaacca
agtcccttet
tctgecageeg
gttcggacag
tttccgeggt
cctggtgcag
agacacctat
gatttatcct
aagcgcagac
cactgccgtc
gggtcaaggé
ccagctgacg
ccegttecag
ccgcagegtg
agacgtcegg
tgctatceee
ctgteccate
ggataacctg
gctegtgaag
gggctcctgt
ggcctaccag
gaaccagcgc
cccatacacyg
agaactcgcc
ggcgccgcaa
ccatcceecg
cctggeagee
cccaaagcgce

ctbgttttac

ES 2 667 622 T3

ggaaaagctce
cgettetetg
gaagacttcyg
ggtaccaagg
aagaacctgg
ccagggggct
atacactggy
acgaatggte
acatccaaaa
tattattgta
acactagtca
gatcctecgg
cceccecagec
ctcctaaacg
aaacaacccot
atcacggtca
cgaacgcage
gggttcetga
ataaacgact
aagtacgecc
cagggggtga
accgtcgeeg
agcaccctge
ccggaagacc
atcccaccaa
gccaceccega
ctggtcattt
atacgcctcee

tag

<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

<400> 42

cgaagcttct
gtagccgttce
caacttatta
tggagatcaa
tttttcattc
cactcegttt
tgegtcagge
atactagata
acacagccta
gccgeegggg
ccgtetecte
ggagccggceyg
tccegatcac
caccgtcgga
acaacctgac
tggagtacac
cccgetggaa
tgcacgcace
ggacggagat
tccegetgeg
cggtgggete
tatacagctt
tgceececcgga
ccgaggatte
actggcacat
acaacatggg
gcggaattgt

cccacatceg

38

gatttactcg
cgggacggat
ctgtcagcaa
atcggatatg
tgaggttcag
gtcctgtgca
cccgggtaag
tgccgatage
cctacaaatg
aggggacggc
gagtggcggt
cgtgtaccac
ggtttactac
ggccccccag
catcgcttgg
cgaatgetce
ctactatgac
cgcgtttgag
tacacagttt
catceeocag
gatcgggatg
gaagategec
gctgteegag
ggcecetottg
accgtegatce
cctgategece

gtactggatg

ggaagacgac

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
soo
560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
15090
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1953



Lys Tyr RAla

Phe Arg Gly

Pro Ser Ser
35

Arg Ala Ser
50

Pro Gly Lys
65

Ser Gly val

Thr Leu Thr

Cys Gln Gln
115

val Glu Ile
130

Gly Lys Asn
145

GlybGly Leu

Ser Gly Phe

Pro Gly Lys
195

Tyr Thr Arg
210

Asp Thr Ser
228

Glu Asp Thr

Tyr Ala Met

Leu

Lys

20

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

100

His

Lys

Leu

val

Asn

180

Gly

Tyr

Lys

Ala

Asp
260

Ala

Gly

Ser

Asp

Pro

Ser

Ser

Ser

val

Gln

165

Ile

Leu

Ala

Asn

val

245

Tyr

hsp

Ile

Ala

val

Lys

70

Arg

Ser

Thr

Asp

Phe

150

Pro

Lys

Glu

Asp

Thr
230

Tyr

Trp

Ala

Pro

Ser

Asn

55

Leu

Phe

Leu

Thr

Met

138

His

Gly

Asp

Trp

Ser

215

Ala

Tyr

Gly

Ser

val

Val

40

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

120

Pro

Ser

Gly

Thr

val

200

val

Tyr

Cys

Gln

Leu

Ser

25

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

105

Pro

Met

Glu

Ser

Tyx

i85

Ala

Lys

Leu

Ser

Gly
265

ES 2 667 622 T3

Lys

10

Asp

Asp

val

Tyr

Ser

90

Glu

Thr

Ala

val

Leu

170

Ile

Arg

Gly

Gln

Arg

250

Thr

Met

Ile

Arg

Ala

Ser

Arg

Asp

Phe

Asp

Gln

15%

Arg

His

Ile

Arg

Met
235

Trp

Leu

Rla

Gln

val

Trp

&0

Ala

Ser

Fhe

Gly

Pro

149

Leu

Leu

Trp

Tyr

Phe

2290

Asn

Gly

val

Asp

Metr

Thr
45

TYT

Ser

Gly

Ala

Gln

125

Asn

val

Ser

val

Pro

205

Thr

Ser

Gly

Thr

39

Pro

Thr

30

Ile

Gln

Phe

Thr

Thr

110

Gly

Arg

Glu

cys

Arg

150

Thr

Ile

Leu

Asp

Asn

15

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

95

Tyxr

Thr

Phe

Ser

Ala

175

Gln

Asn

Ser

Arg

Gly
255

Arg

Ser

Cys

Lys

Tyr

80

Phe

Tyr

Lys

Arg

Gly

160

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

240

Phe

val Ser Ser

270



Ser

Gly

Gln

305

Ala

val

Ile

Met

ile

385

Ser

Ala

Thr

Leu

Gln

465

Pro

Trp

Leu

Pro

Gly

val

290

Pro

Cys

‘Arg

Ala

Glu

370

Arg

Glu

Gly

Gln

Pro

450

Gln

Glu

His

Ser

Glu
530

Gly
275
Arg
Pro
Arg
Gly
Trp
355
Tyr
Thr
Asp
Thy
Phe
435
Leu
Gly
Asn
Gly
Glu

515

Asp

Gly

Arg

Ser

Ser

Ala

340

Fhe

Thr

Gln

Asn

Tyr

420

Ile

Arg

val

Gln

Pro

500

Thr

Ser

Ser

val

Leu

val

325

Ser

Glu
Pro
Leu
405
Leu
Leu
Ile
Thr
Arg
485
Lys

Pro

Ala

Gly

Tyr

Pro

310

Leu

Glu

Met

Cys

Arg

380

Gly

Arg

Glu

Pro

val

470

Thr

Ala

Asn

Leu

Ser

His

295

Ile

Leu

Asp

Gly

Ser

375

Trp

Phe

Leu

His

Pro

455

Asp

val

Pro

Ala

Leu
538

Gly

280

Ile

Thr

Asn

val

Gly

360

Tyr

Asn

Leu

val

Arg

440

Ser

Ser

Ala

Tyr

Thr

520

Glu

Leu

Gln

val

Ala

Arg

345

Asn

Asn

TYyr

Met

Lys

425

Ala

Ala

Ile

val

Thr

505

Gln

Asp

ES 2 667 622 T3

Asp Gln

Ala Gly

315

Pro Ser
330

Lys Gln

Cys Ala

Lys Ser

Tyr Asp
39s

His Ala
410

Ile Asn

Lys Gly
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335
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Ile
5585

Pro Ser

Asn Met

570

Aan

Ala
S85

Leu val

Lys Ala Pro

Pro Ser Ser

<223> gD de VHS y anticuerpo monocatenario

<400> 43

atggggg9ggy
catggggtcc
cgetttegeg
ctgtecgect
actgctgtag
gcatecttee
ttcactctga
cattatacta
cecgatggctg
ctggtggagt
gettctgget
ggectggaat
gtcaagggcc
aacagcttaa
ttctatgcta
ggctctggtt

atccaggegg

ctgeccgecag
gcggcaaata
gcaaaggaat
ctgtgggcga
cctggtatca
tctactctgg
ccatcagcag
ctceteeccac
atcegaaceg
ctggeggtgg
tcaacattaa
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gcctaccaga
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tgccttggcg
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Lttoecgeggt
cetggtgeag
agacacctat
gatttatcet
aagcgcagac
cactgcegte
gggtcaagga
ccagctgacg

ccecgttecag

gtgattttgt
gatgecctctc
gatatccaga
atcacctgce
ggaaaagctc
cgcttectctg
gaagacttcg
ggtaccaagg
aagaacctgg
ccagggggcet
atacactggg
acgaatggtt
agatccaaaa
tattatcgta
acactagtca
gatcctcegg

ccececcagees

Gln Asp

Gly Leu

Ile Cys

Ala Ala
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Gly Ile

Thr
560
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605
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ttgtcgtcat
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cgaagcettet
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caacttatta
tggagatcaa
ttttteatte
cactcegttt
tgcgtcaggc
atactagata
acacagccta
gccgetgggg
cegtetecte

gggtecagey

tcccgatcac

41

Ile Arg

Pro Leu

Leu

Phe

agtgggecte
cgaccccaat
cecegagetee
ggatgtgaat
gatttactcy
cgggacggat
ctgtcagcaa
atcggatatg
tgaggttcag
gtcctgtgea
cecgggtaag
tgccgatage
cctacaaatg
aggggacgge
gagtggcggt
cgtgtaccac

ggtttactac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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260
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gcegtgtigg
attgtcegeg
ttteggatygg
tacaacaagt
agcttcageg
accgeeggea
atcctggage
tcagectgece
ctgcecceget
gggtggcacg
acccecaacqg
gaggaccceg
caggacgccyg
ggcgeggtgy
cgeecgeogea

cageccgtect

agcgegecty
gggcctecga
gaggcaactg
ccetggggge
ccgtcagega
cgtacctgeyg
accgagccaa
tgtcecceca
tcateccega
ggcccaagge
ecacgcageoe
tggggacggt
cgacgcctta
gcggcagtct
ctcaaaaagc

cgcaccagec

ccgcagegtyg
agacgtcegg
tgctateccce
ctgtcécatc
ggataacctg
gectegtgaag
gggctoctgt
ggcctaccag
gaaccagcge
cccatacacg
agaactcgece
ggcgccgcaa
ccatccceceyg
cctggcagec
cccaaagege

cttgttttac
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ctectaaacyg
asacaaccct
atcacggtca
cgaacgcage
gggttcctga
ataaacgact
aagtacgecce
cagggggtga
accgtegeeg
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ctggteattt
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REIVINDICACIONES

1. Virus del herpes simple (VHS) modificado que comprende una envoltura glucoproteica, que presenta un ligando
peptidico heterdlogo que permite al VHS penetrar en una célula mediante la interaccién con un receptor dado que
esta concebido para unirse, en el que el receptor dado esta sobreexpresado o expresado selectivamente por células
enfermas, y en el que el ligando peptidico sustituye una parte de gD de la envoltura glucoproteica del VHS eliminada
entre las posiciones 1 a 8 y 38 a 55, o entre las posiciones 40 a 61 y 210 a 218.

2. VHS modificado segun la reivindicacion 1, en el que el ligando peptidico heterélogo puede unirse al receptor dado
a 37°C en unas condiciones fisiologicas.

3. VHS modificado segun la reivindicacion 2, en el que las condiciones fisiolégicas son unas condiciones para el
crecimiento de células en un cultivo.

4. VHS modificado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la parte eliminada se encuentra entre
las posiciones 6 y 38 o en el que la parte eliminada se encuentra entre las posiciones 61y 218.

5. VHS modificado segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que el ligando peptidico y la gD forman una
proteina de fusion.

6. VHS modificado segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la gD presenta una identidad de
por lo menos 80% con respecto a SEC ID n°: 1.

7. VHS modificado segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho receptor dado presenta una
identidad de por lo menos 90% con respecto al receptor HER2/ErbB2.

8. VHS madificado segun la reivindicacion 7, en el que dicho receptor dado es el HER2/ErbB2.

9. VHS modificado segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho receptor dado es seleccionado de
entre el grupo que consiste en: receptor 1 del factor de crecimiento epidérmico (EGFR1), receptor 3 del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR3), antigeno asociado con la membrana prostatica (PMSA), antigeno
carcinoembrionario (CEA), disialogangliésido (GD2), receptores 1 y 2 del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR1y 2).

10. VHS modificado segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que el ligando peptidico es un anticuerpo
monocatenario.

11. VHS modificado segun la reivindicacion 10, en el que dicho ligando consiste en por lo menos trescientos
aminoacidos.

12. VHS modificado segun cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11, en el que el anticuerpo monocatenario
sustituye la parte plegada de lg incluida en la gD.

13.VHS modificado segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en el que el anticuerpo monocatenario
comprende un primer dominio (VL) y un segundo dominio (VH) y un primer enlazador (L1), que esta ubicado entre y
conecta los primer y segundo dominios (VL, VH) y que puede permitir que los primer y segundo dominios (VL, VH)
tomen una posicion relativa adecuada; estando concebidos los primer y segundo dominios (VL, VH) para unirse en
unas condiciones especificas a dicho receptor dado.

14.VHS modificado segun la reivindicacion 13, en el que el anticuerpo monocatenario comprende un segundo
enlazador (L2); estando el segundo dominio (VH) ubicado entre y conectando los primer y segundo enlazadores (L1,
L2).

15.VHS modificado segun la reivindicacion 14, en el que el anticuerpo monocatenario comprende un tercer
enlazador (L3); estando el primer dominio (VL) ubicado entre y conectando los primer y tercer enlazadores (L1, L3).

16. VHS modificado segun una de las reivindicaciones 13 a 15, en el que el primer dominio (VL) consiste en por lo
menos cien aminoacidos; el segundo dominio (VH) consiste en por lo menos ciento diez aminoacidos; consistiendo
el primer enlazador (L1) en por lo menos doce aminoacidos.

17.VHS modificado segun la reivindicacion 16, en el que el primer dominio (VL) consiste en no mas de ciento
diecisiete aminoacidos; el segundo dominio (VH) consiste en no mas de ciento treinta aminoacidos; y/o el primer
enlazador (L1) consiste en no mas de treinta aminoacidos.

18.VHS modificado segun una de las reivindicaciones 13 a 17, en el que el primer dominio (VL) presenta una
identidad de por lo menos 80% con respecto a SEC ID n°: 2; presentando el segundo dominio (VH) una identidad de
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por lo menos 80% con respecto a SEC ID n°: 3.

19. VHS modificado segun una de las reivindicaciones 13 a 18, en el que el primer enlazador (L1) presenta una
identidad de por lo menos 50% con respecto a SEC ID n°: 4.

20.VHS modificado segun una de las reivindicaciones 13 a 19, en el que el segundo enlazador (L2) presenta una
identidad de por lo menos 50% con respecto a SEC ID n°: 5.

21.VHS modificado segun una de las reivindicaciones 13 a 20, en el que el tercer enlazador (L3) consiste en por lo
menos dos y no mas de ocho aminoacidos.

22. VHS modificado segun una de las reivindicaciones 13 a 21, en el que el tercer enlazador (L3) es seleccionado de
entre el grupo que consiste en: una secuencia peptidica que presenta una identidad de por lo menos 50% con
respecto a SEC ID n°: 6, y una secuencia peptidica que presenta una identidad de por lo menos 50% con respecto a
SEC ID n°: 7.

23.VHS modificado segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que el ligando peptidico es insertado en la
gD (glucoproteina D) de la envoltura glucoproteica y una parte de la gD es eliminada de manera que la gD
modificada obtenida es seleccionada de entre el grupo que consiste en: una secuencia que presenta una identidad
de por lo menos 70% con respecto a SEC ID n°: 10, y una secuencia que presenta una identidad de por lo menos
70% con respecto a SEC ID n°: 9.

24.VHS modificado segun la reivindicacion 23, en el que la gD modificada consiste en una secuencia que presenta
dicho porcentaje de identidad con respecto a SEC ID n°: 10, o en el que la gD modificada consiste en una secuencia
que presenta dicho porcentaje de identidad con respecto a SEC ID n°: 9.

25.VHS modificado segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que la gD modificada esta N-glucosilada en
las secuencias consenso Asn-X-Ser y/o Asn-X-Thr y posiblemente O-glucosilada en uno o mas residuos Ser y/o Thr.

26.VHS modificado segun una de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas un marcador.
27.VHS modificado segun una de las reivindicaciones anteriores, para su utilizacién como un medicamento.

28.VHS modificado segun una de las reivindicaciones anteriores, para su utilizacién en el tratamiento de una
enfermedad tumoral.

29.VHS modificado para su utilizacién en el tratamiento de una enfermedad tumoral segun la reivindicacion 28, en el
que dicho tumor es seleccionado de entre el grupo que consiste en un tumor de ovario, un tumor de mama, un tumor
de prostata, un tumor de colon, un melanoma, un neuroblastoma, un carcinoma de cabeza y cuello, un tumor de
estomago y un tumor de glandulas salivales.

30. VHS modificado para su utilizacion en el tratamiento de una enfermedad tumoral segun la reivindicacion 28, en el
que es tratado el tejido neoangiogénico de un tumor.

31.VHS modificado para su utilizacion en el tratamiento de una enfermedad tumoral segun la reivindicacion 28, en el
que es tratada una metastasis de un tumor.

32.VHS modificado para su utilizacion en el tratamiento de una enfermedad tumoral segun la reivindicacion 31, en el
que dicho tumor es seleccionado de entre el grupo que consiste en un tumor de ovario, un tumor de mama, un tumor
de proéstata, un tumor de colon, un melanoma y un neuroblastoma.

33. VHS modificado segun la reivindicacion 26, para su utilizacién en el diagnéstico de una afeccion fisiologica.

34.VHS modificado segun la reivindicacion 33, para su utilizacion en el diagndstico de una metastasis tumoral.

35. Preparacion farmacéutica que comprende un VHS modificado segun una de las reivindicaciones 1 a 25y por lo
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

36. Procedimiento de preparacion de un VHS modificado segun una de las reivindicaciones 1 a 26, que comprende
las etapas de insertar una secuencia de nucleétidos que codifica el ligando en el ADN del VHS de manera que el
VHS modificado asi obtenido expresa sobre su envoltura el ligando, y de eliminar una parte de gD de la envoltura
glucoproteica de VHS entre las posiciones 1 a 8 y 38 a 55, o entre las posiciones 40 a 61y 210 a 218.

37. Procedimiento segun la reivindicacion 36, que comprende ademas una etapa de determinar, que es anterior a la
etapa de insertar y durante la cual se identifica dicho ligando expresado por el VHS modificado obtenido.
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38. Procedimiento segun la reivindicacion 37, en el que, durante la etapa de determinar, se analiza la capacidad de
los ligandos expresados por el VHS modificado obtenido para unirse a por lo menos un receptor expresado por las
células enfermas.
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